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POPIS OZNAKA I KRATICA KORIŠTENIH U TEKSTU 
 
ACS                Američko društvo za rak (eng. American Cancer Society) 
AJCC              Američko udruženje za rak (eng. American Joint Commitee on Cancer) 
BMPs  koštani morfogenetski proteini (eng. bone morphogenetic proteins) 
cDNA             komplementarna DNA (eng. complementary DNA) 
CI  interval pouzdanosti (eng. confidence interval)  
DFS  preživljenje bez bolesti (eng. disease-free survival) 
EGF                epidermalni čimbenik rasta (eng. epidermal growth factor) 
EGFR  receptor epidermalnog čimbenika rasta (eng. epidermal growth factor               
                       receptor) 
EMT  epitelno-mezenhimalni prijelaz (eng. epithelial-mesenchymal transition) 
Gy  međunarodna jedinica za ionizirano zračenje (eng. Grey) 
HPV  papiloma virus čovjeka (eng. human papilloma virus)  
IMH                imunohistokemija 
IMRT              liječenje zračenjem snopovima promjenjivog intenziteta (eng. intensity-               
                        modulated radiation therapy)  
MET                mezenhimalno-epitelni prijelaz (eng. mesenchymal-epithelial transition) 
MVD  gustoća mikrovaskularne mreže (eng. microvessel density) 
OR  omjer izgleda (eng. odds ratio) 
PS                   opći status bolesnika (eng. performans status) 
PBS                fosfatni pufer (eng. phosphate buffer saline) 
PFS  preživljenje do progresije bolesti (eng. progression-free survival) 
SAD  Sjedinjene Američke Države 
SE  standardna pogreška (eng. standard error) 
TGF-α             transformirajući čimbenik rasta alfa (eng. transforming growth factor alpha) 
TGF-β  transformirajući čimbenik rasta beta (eng. transforming growth factor beta)  
TNM  klasifikacija anatomske proširenosti zloćudnih tumora (eng. Tumor-Node- 
Metastasis) 
TP 53  tumor protein p53 (eng. tumor protein p53) 
VEGF             čimbenika rasta endotela krvnih žila (eng. vascular endothelial growth   
                       factor) 
β  vrijednost regresijskog koeficijenta 
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1. UVOD 
1.1. Karcinom usne šupljine 
1.1.1. Epidemiologija 
Karcinom usne šupljine najčešći je zloćudni tumor glave i vrata. Šesti je po učestalosti u 
svijetu i čini 2-3% svih zloćudnih tumora u Europi i SAD (1). Prema podatcima Američkog 
društva za rak (ACS, od eng. American Cancer Society), u SAD se godišnje dijagnosticira 
približno 27500 novih slučajeva, a umre približno 5500 oboljelih (2). Najveća učestalost 
karcinoma usne šupljine je u Indiji, gdje predstavlja najčešći zloćudni tumor u muškaraca i 
treći po učestalosti u žena (3), zbog navike žvakanja i zadržavanja duhana i betela između 
zuba i sluznice obraza (3).  
U SAD je, u razdoblju od 2003. do 2009. godine, gotovo trećina novodijagnosticiranih 
tumora bila lokalizirana (31%), dok su regionalne i udaljene metastaze bile prisutne u 47%, 
odnosno 17% novooboljelih (4). Dakle, približno polovica bolesnika u trenutku postavljanja 
dijagnoze ima lokalno uznapredovali karcinom. Prosječna dob oboljelih bila je 60 godina, a 
omjer muškaraca prema ženama bio je 1,5:1 do 3:1 (5-8).  
Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, u 2012. godini je od 
karcinoma usne šupljine i ždrijela umrlo 387 osoba, zbog čega je deseti po učestalosti uzrok 
smrti u RH, u oboljelih od zloćudnih tumora (9). Prosječno petogodišnje preživljenje 
bolesnika je 62%; u oboljelih od lokaliziranih tumora 83%, a u bolesnika s tumorom koji se 
proširio na limfne čvorove vrata 59% (4). 
 
1.1.2. Etiološki čimbenici 
Pušenje i alkohol 
Najznačajniji etiološki čimbenici za nastanak karcinoma usne šupljine su pušenje cigareta i 
konzumiranje alkoholnih pića. Učinak je sinergističan (10). Epidemiološke studije potvrđuju 
da pušači imaju 11 puta veći rizik razvoja karcinoma usne šupljine, a ukoliko istovremeno 
konzumiraju veće količne alkohola, rizik se, u odnosu na nepušače koji ne konzumiraju 
alkohol, povećava do 80 puta (11). Nadalje, pušači/alkoholičari imaju povećan rizik od 
nastanka drugog primarnog tumora aerodigestivnog sustava, što dodatno pogoršava ishod 
bolesti u ovih bolesnika (12). U ovih bolesnika rizik od razvoja drugog zloćudnog tumora 
iznosi 3,7% godišnje, odnosno 24% tijekom deset godina nakon uspješnog liječenja prvog 
tumora (13).  
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Najčešće morfološke promjene sluznice usne šupljine koje su udružene s povećanim 
rizikom nastanka karcinoma, tzv. prekancerozne lezije, su: eritroplakija, leukoplakija, lihen 
ruber planus i određene bolesti ili sindromi (sideropenična disfagija, sindromi Plummer 
Vinson i Bloom, Fanconijeva anemija te kseroderma pigmentosum) (14). Eritroplakija je 
povezana s najvećim rizikom razvoja karcinoma usne šupljine. Histološke analize su pokazale 
da se čak u 51% eritroplakija nalaze žarišta invazivnog karcinoma, u 40% karcinom ''in situ'', 
a preostalih 9% posjeduje stanice s blagom do umjerenom displazijom (15). 
Znatno manji rizik nastanka karcinoma od eritroplakije ima leukoplakija koja prelazi u 
karcinom usne šupljine u 1% do 18% slučajeva (16, 17). 
 
Infekcija papiloma virusom čovjeka 
Infekcija papiloma virusom čovjeka (HPV, od eng. human papilloma virus) poznati je 
etiološki čimbenik u nastanku planocelularnog karcinoma orofarinksa (18-24). Unatoč 
činjenici da su visokorizični genotipovi HPV prisutni u približno polovice bolesnika s 
karcinomom usne šupljine, nije poznato da li je infekcija ovim virusom dostatna za 
otpočinjanje zloćudne preobrazbe stanica usne šupljine (25). Zadnjih se godina u SAD bilježi 
porast incidencije karcinoma glave i vrata u kojima se nalazi HPV, dok je učestalost HPV-
negativnih karcinoma u padu (26). Također, dokazano je povećanje učestalosti karcinoma 
oralnog dijela jezika u mlađih bolesnica za 1% godišnje. Etiologija ovog fenomena nije 
razjašnjena (27-29). 
 
1.1.3. Klinička slika 
Usna šupljina je sprijeda omeđena kožom i rubom crvenila gornje i donje usnice, a straga 
papilama cirkumvalatama stražnje strane jezika, spojem tvrdog i mekog nepca te prednjim 
nepčanim lukovima. Anatomski je čini sedam sastavnica: usnica, prednje dvije trećine jezika 
(intraoralni - pokretljivi dio jezika), dno usne šupljine, gingiva, retromolarno područje te 
sluznica obraza i tvrdo nepce (30). 
Karcinom usne šupljine češće se javlja na jeziku, (36-43%, od čega gotovo isključivo 
ventralna strana i rub jezika), dnu usne šupljine (14-35%), gingivi mandibule i retromolarnom 
području (16-18%). Znatno je rjeđi na sluznici obraza (iznimku čine Indijci, zbog prethodno 
opisane navike žvakanja duhana) (8-10%) i tvrdom nepcu (3-4%) (30-32).  
Klinički se najčešće manifestira kao ulcerozna, rjeđe papilarna, a samo ponekad kao 
infiltrativna lezija (33). 
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Najčešći znakovi bolesti su nelagoda u ustima, otežano i bolno gutanje, pečenje u 
ustima (osobito pri konzumiranju začinjene hrane), bol sa širenjem prema uhu, klimavost zubi 
ili zubne proteze te krvarenje iz usne šupljine (33). U približno jedne četvrtine bolesnika prvi 
znak karcinoma usne šupljine je čvor na vratu. Ovaj je simptom još češći u oboljelih od 
karcinoma baze jezika (orofarinksa) (33). 
Karcinom usne šupljine predstavlja značajan klinički i javnozdravstveni problem. Iako 
je lako dostupan dijagnostičkoj obradi (inspekcija, palpacija, biopsija), ima lošu prognozu (3). 
To se objašnjava činjenicom da približno polovica bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze 
ima lokalno uznapredovali karcinom (stadiji T3 ili T4) (4, 5).  
 
1.1.4. Dijagnostičke metode 
Dijagnoza karcinoma usne šupljine postavlja se na temelju detaljne anamneze i fizikalnog 
pregleda, a potvrđuje histološkom analizom bioptičkog uzorka uzetog iz klinički 
promijenjenog područja (25). Proširenost bolesti određuje se radiološkom obradom (CT ili 
MR, rjeđe PET-CT). Na temelju dobivenih podataka određuje se klinički stadij bolesti, prema 
međunarodnoj klasifikaciji TNM (34, 35). U tablici 1 prikazana je klasifikacija TNM iz 2002 
godine. 
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Tablica 1. TNM klasifikacija karcinoma usne šupljine (35). 
Stadij T Primarni tumor 
Tx Primarni tumor se ne može dokazati 
T0 Nema vidljivog primarnog tumora 
Tis Karcinom in situ 
T1 Tumor ≤ 2 cm 
T2 Tumor > 2 cm  4 cm 
T3 Tumor > 4 cm 
T4 
 
Tumor se 
širi u 
okolne 
strukture* 
T4a 
* kortikalis mandibule, duboki mišići jezika (genioglosalni, hioglosalni, 
palatoglosalni, stiloglosalni mišić), maksilarni sinus, koža lica  
Površinska erozija kosti ili alveole zuba karcinomom gingive nije dovoljan 
kriterij za klasificiranje kao T4 
T4b 
* mastikatorni prostor, pterigoidni nastavci, baza lubanje i/ili unutarnja 
karotidna arterija  
Stadij N Status regionalnih limfnih čvorova 
Nx Metastaza u limfnom čvoru se ne može dokazati 
N0 Nema metastaza u regionalnim limfnim čvorovima 
N1 Metastaza u ipsilateralnom limfnom čvoru ≤ 3 cm 
N2 
N2a Metastaza u ipsilateralnom limfnom čvoru > 3 cm ≤ 6 cm 
N2b Dvije ili više metastaza u ipsilateralnim limfnim čvorovima ≤ 6 cm 
N2c 
Metastaze obostrano (neovisno o veličini) ili u kontralateralnim limfnim 
čvorovima ≤ 6 cm 
N3 Metastaza u limfnom čvoru > 6 cm 
Stadij M Status udaljenih metastaza 
Mx Udaljene metastaze se ne mogu dokazati 
M0 Nema udaljenih metastaza 
M1 Udaljene metastaze postoje 
 
1.1.5. Liječenje 
Liječenje je kirurško, samostalno ili u kombinaciji s radioterapijom, kemoterapijom i 
imunoterapijom (36). Izbor liječenja ovisi o lokalizaciji primarnog tumora, njegovoj 
proširenosti (stadij T), histološkom tipu, postojanju regionalnih i/ili udaljenih metastaza 
(stadij NM) te o općem stanju bolesnika (30). 
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1.1.5.1. Kirurško liječenje 
Temelje moderne kirurške terapije postavio je još početkom 20. stoljeća američki kirurg 
George Crile koji je opisao ''blok disekciju", odnosno resekciju primarnog tumora u usnoj 
šupljini u kontinuitetu s pripadajućim limfnim čvorovima i limfnim putevima (37, 38). 
Značajnu afirmaciju te kirurške metode (operacija ''commando'') učinio je ''otac kirurgije 
glave i vrata'' Hayes Martin polovicom prošlog stoljeća. Od tada do danas principi disekcije 
vrata nisu se značajno mijenjali (39). 
U određenim se slučajevima, ovisno o lokalizaciji (najčešće u prednjim dijelovima 
usne šupljine) i veličini tumora (stadij T1 i T2, rjeđe T3), provodi intraoralna ekscizija kojom 
se odstranjuje samo primarni tumor. Indikacije za navedeni zahvat nisu do kraja definirane. 
Ne postoje niti strogo definirane smjernice koje bi definirale terapijski postupak u bolesnika 
bez klinički manifestnih metastaza u limfnim čvorovima vrata. Najveće proturječnosti u 
odluci o opsegu kirurškog liječenja predstavlja karcinom usne šupljine kliničkog stadija T2-
3N0 koji je tehnički moguće odstraniti intraoralnim putem. U bolesnika bez klinički 
manifestnih metastaza u limfnim čvorovima vrata navode se tri mogućnosti kirurškog 
liječenja: a) intraoralna ekscizija s praćenjem bolesnika do pojave klinički manifestnih 
regionalnih metastaza (tzv. „konverzija vrata“), b) intraoralna ekscizija s profilaktičkom 
(elektivnom) disekcijom vrata i c) intraoralna ekscizija s profilaktičkim (elektivnim) 
zračenjem vrata (40). 
Brojnim je studijama uspoređivan ishod bolesti u bolesnika u kojih je učinjena 
elektivna disekcija vrata (postupak „b“) u odnosu na bolesnike koji su podvrgnuti intraoralnoj 
eksciziji s praćenjem do pojave regionalnih metastaza u limfnim čvorovima vrata (postupak 
„a“). 
O'Brien i sur. proveli su prospektivno istraživanje na 162 bolesnika s karcinomom 
usne šupljine i orofarinksa, stadija T1-T4 bez klinički manifestnih metastaza u limfnim 
čvorovima vrata (41). U 96 bolesnika učinjena je elektivna disekcija vrata, a 58 ih je praćeno, 
nakon resekcije primarnog tumora. Autori nisu našli statistički značajnu razliku u regionalnoj 
kontroli bolesti (94% prema 98%), niti u petogodišnjem preživljenju (86% prema 94%) 
između bolesnika kojima je učinjena elektivna disekcija vrata u odnosu na bolesnike koji su 
praćeni. Metodološki nedostatak navedene studije sastoji se u kriterijima odabira modaliteta 
liječenja. Naime, odluka o opsegu liječenja određena je u odnosu na lokalizaciju i stadij T 
primarnog tumora. Većina praćenih do ''konverzije vrata'' imala je početni intraoralni 
karcinom. U njih se i očekuje visoka stopa preživljenja i kontrola regionalne bolesti. Autori su 
zaključili da pažljivi odabir modaliteta liječenja u bolesnika bez klinički manifestnih 
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metastaza u limfnim čvorovima vrata na temelju lokalizacije i stadija bolesti omogućuje 
visoke stope regionalne kontrole bolesti. 
U prospektivnoj multicentričnoj randomiziranoj studiji na 71 bolesniku s početnim 
intraoralnim karcinomom bez klinički manifestnih metastaza u limfnim čvorovima vrata, 
Yuen i sur. su dokazali da ne postoji statistički značajna razlika u petogodišnjem preživljenju 
između skupine bolesnika koji su operirani i praćeni u odnosu na bolesnike u kojih je učinjena 
i disekcija vrata (87% prema 89%) (42). Prva je skupina bolesnika praćena na način da im se 
učinio ultrazvučni pregled vrata svaka tri mjeseca te citološka punkcija limfnih čvorova 
sumnjivih na metastatski proces tijekom prve tri godine praćenja. 
S druge strane, dvije su studije identificirale više stope ukupnog preživljenja i 
preživljenja bez bolesti (DFS, od eng. disease-free survival) u skupini bolesnika koji su bili 
inicijalno limfadenektomirani.  
U retrospektivnoj studiji na 380 bolesnika s karcinomom jezika kliničkog stadija T1-
2N0, 56 bolesnika je praćeno, a u 324 je učinjena elektivna disekcija vrata (supraomohioidna 
disekcija u 287, a modificirana radikalna disekcija u 37 bolesnika). U drugoj su skupini 
bolesnika okultne metastaze dokazane za karcinome T1 u 5,2%, a za T2 u 14,6% (P=0,005) 
oboljelih. Ukupno petogodišnje preživljenje bilo je statistički značajno duže u drugoj skupini 
bolesnika, pri čemu su  bolesnici u kojih je učinjena modificirana radikalna disekcija vrata 
imali dulje (ne i statistički značajno), petogodišnje preživljenje u odnosu na bolesnike u kojih 
je učinjena supraomohioidna disekcija. Stoga su autori zaključili da bi elektivna disekcija 
vrata trebala biti rutinski zahvat u bolesnika s ranim stadijem karcinoma jezika u kojih ne 
postoje klinički manifestne metastaze u limfnim čvorovima vrata (43). 
U studiji na 154 bolesnika s početnim intraoralnim karcinomom, Capote i sur. su 
dokazali statistički značajno rjeđu pojavu regionalnog recidiva te duže preživljenje bolesnika 
podvrgnutih elektivnoj disekciji vrata (44). Ovi su rezultati mogli biti dobiveni dijelom i zbog 
toga što su analizom bili obuhvaćeni samo podatci vezani uz bolesnike u kojih histološkom 
analizom nije bilo moguće dokazati postojanje metastaza u limfnim čvorovima vrata. 
U nedavno objavljenoj prospektivnoj studiji na 596 bolesnika s početnim karcinomom 
usne šupljine, D'Cruz i sur. su dokazali statistički značajno duže ukupno preživljenje te DFS  
u bolesnika koji su bili podvrgnuti profilaktičkoj disekciji vrata (45). Preliminarni rezultati su 
uključili prvih 500 bolesnika koji su nasumično podijeljeni u dvije skupine. U 245 bolesnika 
je učinjena elektivna disekcija vrata dok je 255 bolesnika praćeno i podvrgnuto kurativnoj 
disekciji u slučaju pojave metastaza u limfnim čvorovima vrata tijekom praćenja. U prvoj je 
skupini 81 bolesnik razvio recidiv od kojeg je umrlo 50 bolesnika, dok je u skupini bolesnika 
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u kojih je učinjena kurativna disekcija zabilježeno 146 recidiva i 79 smrti od bolesti. Bolesnici 
podvrgnuti elektivnoj disekciji vrata su imali za 12,5% duže trogodišnje preživljenje te za 
23,6% duže trogodišnje DFS (80% u odnosu na 67,5% za ukupno preživljenje, 69,5% u 
odnosu na 45,9% za DFS). Autori su stoga zaključili da provođenje elektivne disekcije vrata, 
u trenutku odstranjenja primarnog tumora, doprinosi dužem ukupnom preživljenju u bolesnika 
s početnim stadijem karcinoma usne šupljine. 
U nedavno objavljenoj meta-analizi pet nasumično kontroliranih prospektivnih studija 
s ukupno 779 bolesnika, kojima su se uspoređivali prethodno spomenuti kirurški pristupi, 
autori su dokazali statistički značajno duže ukupno preživljenje i DFS u bolesnika kojima je u 
isto vrijeme odstranjen tumor i učinjena elektivna disekcija vrata (46). 
Zagovornici elektivne disekcije vrata navode visoku učestalost okultnih regionalnih 
metastaza te rjeđu pojavu regionalnog recidiva i duže preživljenje u bolesnika bez klinički 
manifestnih metastaza u limfnim čvorovima vrata kad se vrat operira istovremeno s 
primarnim tumorom u usnoj šupljini. Isti autori zaključuju da liječenje okultnih regionalnih 
metastaza ima bolju prognozu od liječenja klinički evidentnih (47-52). 
S druge strane, neki autori navode usporedive stope preživljenja između bolesnika 
kojima je učinjena intraoralna ekscizija u odnosu na bolesnike kojima je napravljena i 
elektivna disekcija vrata, naglašavajući nepotrebni morbiditet i eventualne poslijeoperacijske 
komplikacije u slučajevima  histološki negativnih limfnih čvorova vrata  (41, 42, 53).  
 
1.1.5.2. Radioterapija 
Radioterapija je liječenje zračenjem koje uništava stanice ili onemogućuje njihovo dijeljenje. 
U liječenju karcinoma usne šupljine stadija I i II najčešće se koriste kirurško liječenje ili 
primarno zračenje, dok kod uznapredovalih tumora (stadij III i IV), združeni oblici liječenja 
(kirurško liječenje s radioterapijom ili radiokemoterapijom) daju najbolje izglede za 
izliječenje (54, 55). Prvotno spomenutim pristupom liječenja izliječenje se postiže u 80-90% 
bolesnika, a kod uznapredovalog stadija, združenim oblicima liječenja, u 40-60% bolesnika 
(56, 57).  
Radioterapijom se, kao samostalnim oblikom liječenja regionalne bolesti ne može 
postići izliječenje, no, ovisno o histološkom nalazu disektata vrata, radioterapija se može 
primijeniti nakon operacije (poslijeoperacijsko zračenje ili adjuvantna radioterapija) (58). 
Provodi se u bolesnika s tumorom histološkog stadija T3 i T4 (pT3 i pT4), pozitivnim rubom 
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resekcije, perineuralnom/limfovaskularnom invazijom, multiplim pozitivnim limfnim 
čvorovima vrata te u slučaju proboja čahure limfnog čvora (59). 
Zanimljiva je i uloga profilaktičke (elektivne) radioterapije vrata u bolesnika s 
početnim intraoralnim karcinomom bez klinički manifestnih metastaza u limfnim čvorovima, 
kojom se smanjuje rizik razvoja regionalnog recidiva, iako ne postoje jasni dokazi da 
doprinosi dužem preživljenju i ne koristi se kao rutinski postupak u liječenju ovih bolesnika 
(60, 61).  
 
1.1.5.2.1. Doze zračenja i frakcioniranje 
Odabir ukupne doze zračenja ovisi o nekoliko čimbenika: veličini tumora, broju i veličini 
regionalnih metastaza, načinu frakcioniranja te eventualnoj primjeni kemoterapije. U 
slučajevima primarne radioterapije konvencionalnim frakcioniranjem, na visokorizična 
područja (primarni tumor i pozitivni limfni čvorovi) je potrebno primijeniti ukupno 66-70 Gy 
(2,0-2,2 Gy/dozi). Doze iznad 72 Gy nisu preporučljive s obzirom na visoke stope oštećenja 
okolnog tkiva (62-67). Kod hiperfrakcioniranja, za razliku od konvencionalnog frakcioniranja 
ukupna preporučena doza radioterapije iznosi 81,6 Gy (1,2 Gy/dozi) (62). 
S druge strane, radioterapija nisko- i srednjerizičnih područja glave i vrata za širenje 
bolesti (neodstranjeni i histološki negativni  limfni čvorovi) primjenjuje se u ukupnoj dozi od 
40 (2,0 Gy/frakciji) do 63 Gy (1,6-1,8 Gy/frakciji), ovisno o načinu zračenja koji se koristi 
(3D konformalna radioterapija ili liječenje zračenjem snopovima promjenjivog intenziteta 
(IMRT, od eng. intensity-modulated radiation therapy) (68-70). 
 
1.1.5.2.2. Frakcioniranje kod samostalne primjene radioterapije 
Prema dosadašnjim istraživanjima, ne postoji način frakcioniranja koji je optimalan za sve 
tumore glave i vrata. Ako se primjenjuje samostalno, minimalna preporučena doza iznosi 10 
Gy tjedno za planocelularni karcinom glave i vrata. U početnom karcinomu glotisa su 
dokazane više stope recidiva ako se primjenjuje dnevna doza zračenja manja od 2 Gy, 
odnosno, kumulativna tjedna doza ispod 10 Gy (71, 72). 
 
1.1.5.2.3. Frakcioniranje kod konkomitantne radiokemoterapije 
U odnosu na konkomitantnu radiokemoterapiju, većina studija analizirala je uspješnost 
konvencionalnog frakcioniranog zračenja (2 Gy/dnevno do ukupno 70 Gy kroz 7 tjedana) uz 
istodobnu primjenu cisplatine u visokoj dozi (100 mg/m2 svaka 3 tjedna) (73).  
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Analizirani su i drugačiji protokoli frakcioniranja (npr 1,8 Gy), primjena cisplatine u 
različitim dozama ili drugih citostatika u monoterapiji, multimodalna kemoterapija,  
samostalno ili u kombinaciji. Brojne studije su pokazale da je izmijenjeno frakcioniranje s 
istovremenom primjenom kemoterapije učinkovitije od izmijenjenog samostalnog 
frakcioniranja (74-77).  
Akutna toksičnost konkomitantne radiokemoterapije veća je u odnosu na samo 
zračenje (78-80), a primjena multimodalne kemoterapije uz zračenje može još dodatno 
povećati štetne učinke liječenja (81).  
 
1.1.5.2.4. Hiperfrakcioniranje 
Osim konvencionalnog (standardnog) frakcioniranja (dnevna doza od 2 Gy, pet puta tjedno) 
koje je najčešći protokol zračenja u radioterapiji, u liječenju tumora glave i vrata koriste se i 
druge vrste frakcioniranja zračenja.   
Hiperfrakcioniranje je oblik zračenja koji koristi 2-3 frakcije na dan u pojedinačnoj 
dozi 1-1,2 Gy, u minimalnom razmaku od četiri do šest sati (dnevno više od 2 Gy), u 
ukupnom vremenskom periodu od šest do osam tjedana. 
Iako su kasne komplikacije slične komplikacijama koje nastaju konvencionalnim 
frakcioniranjem učinak na tumorske stanice je veći.  
Dvije randomizirane europske studije, pokazale su više stope lokoregionalne kontrole 
bolesti korištenjem promjenjivog frakcioniranja uz statistički neznačajno produženje ukupnog 
preživljenja u odnosu na konvencionalno frakcioniranje (82, 83). 
 
1.1.5.2.5. IMRT 
IMRT je liječenje zračenjem snopovima različitih intenziteta. Predstavlja napredan oblik 
radioterapije. Osim što se snopovi zračenja oblikuju i usmjeravaju u nekoliko različitih 
smjerova, svaki snop je također podijeljen na nekoliko manjih snopova različitog intenziteta 
zračenja. Na taj se način ostvaruje optimalna doza zračenja koja se primjenjuje na tkivo ili 
ležište tumora, uz istodobno smanjenje doze zračenja na okolna tkiva. Ukupno preživljenje 
bolesnika koji su liječeni IMRT je slično u usporedbi s onima koji su liječeni zračenjem 
standardnom konformalnom tehnikom (84-87). 
Brojne studije faze II su pokazale da tehnika IMRT, primjenjena u liječenju različitih 
tumora, smanjuje učestalost kasnih komplikacija zračenja bez kompromitiranja lokalne 
kontrole bolesti. U novije se vrijeme istraživanjima s nasumičnim izborom bolesnika  
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pokazala prednost kliničke primjene IMRT u liječenju planocelularnog karcinoma glave i 
vrata u smislu manje učestalosti kserostomije te poštede očnog živca (85, 88, 89). 
 
1.1.5.3. Kemoterapija 
Najčešće primjenjivani citostatici u liječenju karcinoma usne šupljine su: cisplatina, 
karboplatina, 5-florouracil, metotreksat, paklitaksel, docetaksel i u zadnje vrijeme, cetuksimab 
(90). 
Primjenjuju se na slijedeće načine: a) indukcijsko - prije primjene drugih oblika 
liječenja, (radioterapije, radiokemoterapije ili kirurškog liječenja); b) adjuvantno (nakon 
kurativnog kirurškog zahvata ili radioterapije, s ciljem eradikacije evantualno prisutnih 
subkliničkih metastaza) i c) palijativno, u bolesnika s neoperabilnim tumorom (90). 
Dosadašnje studije nisu pokazale duže preživljenje ili bolju lokoregionalnu kontrolu 
bolesti u bolesnika u kojih je primjenjena indukcijska kemoterapija, u odnosu na 
konkomitantnu radiokemoterapiju (91-93).  
Samostalno primjenjena, adjuvantna kemoterapija ne doprinosi dužem preživljenju, 
neovisno o tome da li joj je prethodio operacijski zahvat ili radioterapija (90).  
U bolesnika s karcinomom usne šupljine zračenje se primjenjuje istovremeno s 
kemoterapijom (konkomitantna radioterapija) u slučajevima histološki pozitivnog ruba 
resekcije i/ili ekstrakapsularnog proboja tumora u limfne čvorove vrata (57). Učinak 
konkomitantne radiokemoterapije bio je predmet brojnih istraživanja kojima je pokazano da 
ovaj oblik liječenja dovodi do produženja ukupnog preživljenja u rasponu od 1 do 8%, u 
odnosu na liječenje samo radioterapijom (94, 95). Potvrđena je i prednost konkomitantne 
radiokemoterapije s obzirom na učestalost pojave lokalnog recidiva bolesti te DFS. 
Cetuksimab je trenutačno jedini lijek registriran za ciljano liječenje planocelularnog 
karcinoma usne šupljine. Riječ je o himeričnom monoklonskom protutijelu koje se veže na 
izvanstanični dio EGFR, što za posljedicu ima inhibiciju rasta, invazije i metastaziranja 
stanica raka. Osim navedenih mehanizama, nedavno su potvrđeni i drugi mehanizmi kojima 
cetuksimab inhibira rast stanica karcinoma usne šupljine kao što su inhibiranje epitelno-
mezenhimalnog prijelaza (EMT, od eng. epithelial-mesenchymal transition), te modulacija 
izraženosti integrina β5 (96). 
Objektivni odgovor na kemoterapiju najviše ovisi o stadiju bolesti, općem statusu 
bolesnika (PS, od eng. performans status) i prethodnom liječenje. Bolesnici s lokaliziranim 
tumorom imaju bolji odgovor na liječenje citostaticima u odnosu na bolesnike s udaljenim 
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metastazama. Isto vrijedi i za bolesnike dobrog PS te one koji nisu prethodno liječeni. 
Također, primarno radiorezistentni tumori pokazuju neosjetljivost na terapiju citostaticima 
(90). 
 
1.2. Metastaziranje karcinoma usne šupljine 
1.2.1. Limfni sustav glave i vrata 
Osnovne kliničke karakteristike zloćudnih tumora invazivni rast i metastaziranje, posljedica 
su molekularnih događaja vezanih uz nekontroliranu proliferaciju zbog, gubitka funkcije 
proteina - supresora rasta, replikaciju i imortalnost, indukciju angiogeneze, izbjegavanje 
programirane stanične smrti (apoptoze), izbjegavanje imunološkog odgovora domaćina, 
indukciju upale, nestabilnost genoma/mutacije i deregulaciju energetskog metabolizma 
stanice (slika 1).  
 
 
 
Slika 1. Osnovna obilježja zloćudne stanice (97). 
 
Metastaziranje je složeni proces obilježen gubitkom adhezije i posljedičnom migracijom 
stanica tumora kroz intersticijski matriks, njihovim ulaskom u limfni sustav ili krvni optok te 
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„naseljavanjem“ regionalnih limfnih čvorova i/ili udaljenih organa (98, 99). Stupanj 
zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova vrata je u većine solidnih tumora glave i vrata 
najvažniji prognostički čimbenik, koji vrlo često određuje odluku o načinu i opsegu liječenja 
(100). Iako je kliničko značenje zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova na ishod bolesti 
uglavnom poznato, molekularni mehanizmi odgovorni za metastatski potencijal zloćudnih 
tumora i dalje su predmet brojnih istraživanja (101-103). 
 
1.2.2. Limfogeno metastaziranje karcinoma usne šupljine 
Način na koji zloćudni tumori glave i vrata limfogeno metastaziraju objašnjavaju dvije glavne 
teorije: izravna ekstenzija (permeacija) i otkidanje dijelova tumora (embolizacija) (104). U 
potonjem slučaju, „otkinute“ stanice tumora limfom odlaze u regionalne limfne čvorove. 
Nakon toga, primarno invadiran metastatski limfni čvor postaje izvorom sekundarne 
embolizacije, za susjedni limfni čvor. Može se dogoditi i da daljnjom embolizacijom stanice 
tumora ''preskoče'' metastatski čvor (drenaža u niža područja vrata bez zahvaćenih viših 
područja) i bivaju odnesene u susjedne čvorove, tzv. ''skip metastaze'' (104). Nadalje, opsežne 
metastaze vrata nerijetko dovode do aberantnog tijeka limfe čime se objašnjava pojava 
neočekivanih (tzv. ''nelogičnih metastaza'') na suprotnoj strani vrata (105, 106). 
 
1.2.3. Hematogeno metastaziranje karcinoma usne šupljine 
Iako rijetke u trenutku postavljanja dijagnoze, udaljene metastaze u bolesnika s 
planocelularnim karcinomom glave i vrata važan su čimbenik u odabiru načina liječenja 
bolesti, a važne su i za procjenu preživljenja (107, 108). 
Prema Lehmanu, manje od 5% bolesnika umire od izoliranih udaljenih metastaza ako 
je izliječena lokoregionalna bolest (109). 
To su potvrdili i Liao i sur. u studiji na 889 bolesnika. Pokazali su učestalost izoliranih 
udaljenih metastaza u 6,6% bolesnika koji nisu razvili lokalni recidiv, odnosno u 21,4% 
bolesnika koji su ga razvili (110). Čimbenici rizika za nastanak udaljenih metastaza u prvoj 
skupini bolesnika su  prisutnost metastaza u najmanje pet limfnih čvorova  i proboj čahure, a 
u drugoj slabo diferencirani tumori, stadij bolesti >III te pojava recidiva u području vrata. 
Iste je godine (2007), na 230 bolesnika, pokazano da se pojava izdvojenih udaljenih 
metastaza, koje su bile dokazane u 6% bolesnika, statistički značajno češće javljaju u osoba 
koje imaju bilateralne metastaze u limfnim čvorovima vrata (111). 
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Ako se u obradi bolesnika koristi proširena dijagnostička obrada (CT prsnog koša, 
scintigrafija kostiju i ultrazvuk abdomena) onda je udio bolesnika s udaljenim metastazama 
znatno veći (približno 17%) (112). Bolesnici s istovremenom pojavom lokoregionalnog 
recidiva i udaljenih metastaza imaju statistički značajno kraće petogodišnje preživljenje u 
odnosu na bolesnike s izoliranim udaljenim rasapom (0% prema 13%). Ovaj podatak dodatno 
naglašava važnost lokoregionalne kontrole bolesti (113). 
Najčešća lokalizacija udaljenih metastaza su pluća. Ovaj organ može biti jedini organ 
u kojem je prisutan hematogeni rasap. I u slučaju rasapa metastaza u druge organe (jetra: 10-
24%; kosti: 7-20%; koža: 13,3%; mozak: 3,3%) pluća su uvijek pogođena (114-116). Dakle, 
pluća su ''prepreka'' daljnjoj hematogenoj diseminaciji karcinoma usne šupljine, na sličan 
način kao što su limfni čvorovi vrata prepreka hematogenom rasapu u pluća (114, 117).  
Većina studija pokazala je da su broj pozitivnih limfnih čvorova, ekstrakapsularno 
širenje, stupanj diferenciranosti tumora, stadij bolesti (>III), te lokoregionalni recidiv bolesti 
nezavisni prognostički čimbenici za pojavu udaljenih metastaza (110, 116). 
 
1.3. Prognostički čimbenici u oboljelih od karcinoma usne šupljine 
Prognostički čimbenici koriste se za predviđanje ishoda bolesti. Prognostički čimbenici su 
podijeljeni u tri skupine:  
1. čimbenici ovisni o bolesniku,  
2. čimbenici ovisni o tumoru,  
3. čimbenici ovisni o liječenju (118, 119). 
 
1.3.1. Prognostički čimbenici ovisni o bolesniku 
Mnogi su čimbenici, ovisni o bolesniku, vrednovani kao „prognostički“: dob, spol, rasa, opći 
status, genetička predispozicija (na primjer, rizik za razvoj planocelularnog karcinoma glave i 
vrata je dvostruko veći ukoliko najbliži srodnik ima zloćudni tumor, a ukoliko ima tumor 
glave i vrata taj rizik raste na 3,65 puta) (120), imunološki status, navike, prisustvo drugih 
bolesti, lokalne ili sustavne komplikacije vezane uz prisustvo zloćudnog tumora, te socio-
ekonomski status (121). 
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1.3.1.1. Dob i spol 
Ishod bolesti u bolesnika s kacinomom usne šupljine pogoršava se sa starijom dobi. Analizom 
preživljenja 2339 bolesnika s Tajvana, Chang i sur. su korištenjem Cox-regresijskog modela 
dokazali da bolesnici stariji od 65 godina imaju statistički značajno lošije preživljenje u 
usporedbi s mlađim bolesnicima (122). 
Dokazano je da bolesnici mlađi od 40 godina imaju značajno bolju prognozu obzirom 
na uspjeh liječenja i preživljenje (123). Prema nekim autorima, iznimku predstavlja karcinom 
oralnog dijela jezika u bolesnika mlađih od 40 godina koji je karakteriziran biološki 
agresivnijim ponašanjem. Sarkaria i sur. su, analizom podataka 152 oboljela od karcinoma 
usne šupljine i mlađa od 40 godina, pokazali da čak 57% ovih bolesnika razvija recidiv, a 
47% umire od osnovne bolesti. Dokazali su da je u mlađih bolesnika s karcinomom jezika 
češći lokoregionalni recidiv te veća smrtnost u odnosu na starije bolesnike sa sličnim stadijem 
bolesti (124). 
Hilly i sur. su u retrospektivnoj studiji na 78 bolesnika (16 bolesnika mlađih od 30 
godina te 62 bolesnika starija od 60 godina) dokazali statistički značajno više stope 
regionalnog recidiva i udaljenih metastaza u bolesnika mlađih od 30 godina. Pojava recidiva, 
koji su čak u polovice mlađih bolesnika činile udaljene metastastaze, bila je povezana za 
smrtnih ishodom u svih bolesnika (125). 
S druge strane, pojedini autori navode statistički značajno duže preživljenje u 
bolesnika s karcinomom jezika koji su mlađi od 45 godina (medijan ukupnog preživljenja 142 
prema 34 mjeseca) (126), iako postoje i studije kojima ovo nije potvrđeno (127, 128). 
Kao i u većine zloćudnih tumora glave i vrata, karcinom usne šupljine ima veću 
učestalost u muškaraca nego u žena te većina autora navodi bolju prognozu u žena (4-7). 
 
1.3.1.2. Opće stanje bolesnika 
U prospektivnoj studiji na 521 bolesniku s uznapredovalim planocelularnim karcinomom 
glave i vrata, Lee i sur. su dokazali veću učestalost lokoregionalnog recidiva te kraće 
preživljenje u bolesnika s niskom koncentracijom hemoglobina. U multivarijatnom modelu su 
T-stadij, status bolesnika izražen Karnofsky ljestvicom, N-stadij, ukupna doza zračenja te 
koncentracija hemoglobina dokazani kao nezavisni prognostički čimbenici preživljenja (129). 
I u bolesnika liječenih radiokemoterapijom je snižena razina hemoglobina (izmjerena prije 
početka liječenja) povezana s lošijim preživljenjem i višim stopama lokoregionalnog recidiva 
(129, 130). 
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Učinak liječenja anemije na ishod bolesti bio je predmet brojnih istraživanja. U 
dvostruko slijepoj, placebo kontroliranoj randomiziranoj studiji na 351 bolesniku, analiziran 
je utjecaj eritropoetina u bolesnika koji su liječeni zračenjem. Završna točka istraživanja bila 
je preživljenje do progresije bolesti (PFS, od eng. progression-free survival). Relativni rizik 
razvoja lokoregionalnog recidiva bio je 1,62 puta veći u skupini bolesnika koji su primali 
eritropoetin u usporedbi s bolesnicima koji su bili liječeni samo radioterapijom. Dodatno, 
bolesnici koji su primili eritropoetin imali su i statistički značajno kraće preživljenje (131).  
Do danas ne postoje jasni dokazi da korekcija anemije poboljšava ishod bolesti u 
oboljelih od karcinoma usne šupljine. 
Ishod bolesti je lošiji u bolesnika s karcinom usne šupljine lošijeg socio-ekonomskog 
statusa i obrazovanja, najvjerojatnije zbog lošije higijene usne šupljine te slabije dostupnosti 
medicinske skrbi (132). 
Pridružene bolesti (komorbiditeti), na primjer - bolesti srca i perifernih krvnih žila, 
bubrega i pluća, mogu pogoršati tijek bolesti u bolesnika s karcinomom usne šupljine (133-
135). Bolesnici koji razviju karcinom usne šupljine, a dobivaju imunosupresivnu terapiju,  
imaju kraće preživljenje u odnosu na bolesnike čiji imunološki sustav nije oslabljen (136). 
Dodatno, neki su specifični simptomi (bolno gutanje, krvarenje iz usne šupljine te 
gubitak tjelesne težine), također povezani s  kraćim preživljenjem (133). 
 
1.3.2. Prognostički čimbenici ovisni o tumoru 
1.3.2.1. Lokalizacija tumora 
Prognoza oboljelih od planocelularnog karcinoma glave i vrata ovisi i o lokalizaciji tumora, 
primarno zbog toga što se opskrba krvlju i limfna drenaža razlikuju s obzirom na anatomsko 
područje. Na primjer, zbog bogate limfne drenaže te nepostojanje anatomskih zapreka, 
karcinom jezika češće metastazira u usporedbi s karcinomima drugih područja unutar usne 
šupljine (137). Također, limfni putevi oralnog dijela jezika prelaze središnju liniju i izravno se 
dreniraju u niža područja vrata. Zbog toga ovaj tumor prate obostrane i ''preskačuće'' 
metastaze vrata (npr. metastaza u području 3 ili 4 bez zahvaćenih viših područja vrata), u 
odnosu na druge podlokalizacije usne šupljine (138). 
Rizik za pojavu regionalnih metastaza progresivno se povećava od usnice prema 
orofarinksu, u odnosu na smještaj primarnog tumora (132, 137). 
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1.3.2.2. Dubina invazije i debljina tumora 
Iako se najveći promjer tumora (T-stadij) smatra prognostičkim u odnosu na pojavu 
regionalnih metastaza i preživljenje, brojne studije su potvrdile da debljina tumora/dubina 
invazije bolje korelira s prognozom ishoda bolesti u bolesnika s intraoralnim karcinomom 
(139, 140). 
Iako su neki autori uspjeli dokazati su da je debljina tumora iznad četiri milimetra te 
invazija mišićnog sloja u ranom karcinomu usne šupljine negativan prognostički čimbenik, 
povezan s češćom pojavom regionalnih metastaza i kraćim preživljenjem (141, 142), postoje i 
podatci koji ovo ne potvrđuju. Postoje studije rezultatima kojih se nije moglo odrediti 
graničnu vrijednosti debljine tumora koja bi bila prognostička u odnosu na pojavu okultnih 
metastaza vrata u bolesnika s početnim karcinomom oralnog dijela jezika (143, 144).  
Još uvijek nije poznata dubina invazije koja je kritična za pojavu regionalnih 
metastaza, za specifične lokalizacije primarnih tumora usne šupljine. Razlog tome su 
nedovoljno jasni kriteriji određivanja dubine invazije, odnosno debljine tumora. 
  
1.3.2.3. Volumen tumora 
Volumen tumora, određen s tri vrijednosti, bolje korelira s prognozom bolesti, u odnosu na T-
stadij, koji je definiran jednom dimenzijom (najveći promjer) (145). Na 160 bolesnika s 
uznapredovalim karcinomom glave i vrata koji su bili liječeni primarnom 
radiokemoterapijom, Knegjens i sur. su pokazali da porastom volumena tumora raste i rizik 
lokalnog recidiva (146). U multivarijatnom modelu analize je volumen tumora pokazan, kao 
nezavisni prognostički čimbenik, povezan s pojavom lokoregionalnog recidiva te 
preživljenjem (147). 
U nekim je studijama volumen tumora pokazan kao jedan od najznačajnijih čimbenika 
za preživljenje (146-148). 
U studiji koja je obuhvatila 295 bolesnika s karcinomom usne šupljine, orofarinksa i 
hipofarinksa, autori su pokazali da u karcinomu usne šupljine dimenzije tumora (najveći 
promjer, debljina i volumen tumora) bolje koreliraju s pojavom metastaza u vratu i 
preživljenjem u usporedbi s biološkim ponašanjem i karakteristikama tumora 
(perineuralna/limfovaskularna invazija, stupanj diferencijacije). Ovi su čimbenici važniji za 
procjenu metastatskog potencijala karcinoma orofarinksa i hipofarinksa (148). 
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1.3.2.4. Stadij N  
Za sada ne postoji dovoljno specifična i pouzdana dijagnostička metoda kojom je moguće 
dokazati mikrometastaze u regionalnim limfnim čvorovima (149). Zbog toga će, unatoč 
negativnom nalazu kliničkog pregleda i radioloških metoda, dio bolesnika razviti regionalnu 
bolest.  
Skupine limfnih čvorova na vratu su, s obzirom topografiju, razvrstane u pet područja 
s obje strane vrata (I-V), te područja VI i VII koja obuhvaćaju limfne čvorove središnjeg 
medijalnog dijela vrata odnosno gornjeg medijastinuma (slika 2), prema preporuci Američkog 
udruženja za rak (AJCC, od eng. American Joint Commitee on Cancer). Anatomske granice 
područja limfnih čvorova vrata prikazane su u tablici 2. 
Status limfnih čvorova je najvažniji prognostički čimbenik u oboljelih od karcinoma 
usne šupljine (55, 56). Prisutnost regionalnih metastaza značajno smanjuje stopu preživljenja 
bolesnika (približno 50%), a uz njih se dvostruko češće javljaju i udaljene metastaze (150). 
Stoga je precizno određivanje statusa limfnih čvorova vrata neophodno za planiranje i 
uspješno provođenje liječenja. 
 
 
                            
 
Slika 2. Područja limfnih čvorova vrata (151). 
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Tablica 2. Anatomski smještaj limfnih čvorova vrata 
 
Anatomsko područje Skupina limfnih čvorova Omeđenja anatomskih područja 
Područje I 
1. Submentalni limfni 
čvorovi 
 
2. Submandibularni limfni 
čvorovi 
Područje submentalnog i submandibularnog trokuta: 
1. trokut između prednjeg trbuha digastričnog mišića i 
jezične kosti (IA) 
2. trokut omeđen prednjim i stražnjim trbuhom 
digastričnog mišića te donjim rubom mandibule (IB) 
Područje II 
Gornji jugularni limfni 
čvorovi 
Područje unutarnje jugularne vene: 
Od baze lubanje do visine račvišta karotide, te jezične 
kosti, ispred lateralnog ruba sternokleidomastoidnog 
mišića, a iza lateralnog ruba sternohioidnog mišića. 
Akcesorni živac je razdjelnica medijalnog (IIA) i  
lateralnog (IIB) dijela područja II 
Područje III 
Srednji jugularni limfni 
čvorovi 
Područje unutarnje jugularne vene: 
Od visine hioidne kosti do omohioidnog mišića i donjeg 
ruba krikoidne hrskavice, straga do lateralnog ruba 
sternokleidomastoidnog mišića, a naprijed do lateralnog 
ruba sternohioidnog mišića 
Područje IV 
Donji jugularni limfni 
čvorovi 
Područje unutarnje jugularne vene: 
Od donjeg ruba krikoidne hrskavice do ključne kosti, 
straga do lateralnog ruba sternokleidomastoidnog mišića, 
a naprijed do lateralnog ruba sternohioidnog mišića 
Područje V 
Limfni čvorovi stražnjeg 
trokuta vrata 
Područje stražnjeg trokuta vrata:  
Od  stražnjeg ruba sternokleidomastoidnog mišića, 
prednji ruba trapezoidnog mišića i ključna kost. 
Projekcija donjeg ruba kirkoidne hrskavice dijeli 
područje na gornje (VA) i donje (VB) podpodručje 
Područje VI 
Pretrahealni, paratrahealni, 
prekrikoidni i peritiroidni 
limfni čvorovi 
Područje središnjeg dijela vrata: 
Donji rub jezične kosti čini gornju granicu područja, a 
gornji rub prsne kosti donju, dok karotidne arterije čini 
lateralne granice 
Područje VII 
Limfni čvorovi gornjeg 
medijastinuma 
Područje gornjeg medijastinuma:  
Od gornjeg ruba sternuma do arterije inominate 
 
Ishod bolesti dodatno pogoršava zahvaćenost više od jednog limfnog čvora kao i 
proboj čahure limfnog čvora (ekstrakapsularno širenje) (152).  
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U retrospektivnoj studiji kojom je bilo obuhvaćeno 380 bolesnika, pokazano je 
značajno kraće preživljenje u bolesnika kod kojih se tumor proširio ekstrakapsularno, u 
usporedbi s bolesnicima u kojih nije došlo do proboja čahure regionalnih limfnih čvorova 
(152). Slično je pokazano i na skupini od dodatnih 400 bolesnika; ekstrakapsularno širenje 
trostruko povećava rizik od nastanka regionalnog recidiva, i udvostručuje rizik od 
istovremenog pojavljivanja lokalnog recidiva i udaljenih metastaza (153). 
 
1.3.2.5. Histološke značajke primarnog tumora 
1.3.2.5.1. Stupanj diferenciranosti 
Podatci o utjecaju stupnja diferenciranosti tumorskih stanica na ishod bolesti u bolesnika s 
karcinomom usne šupljine su proturječni. 
Kurokawa i sur. su dokazali stupanj diferenciranosti karcinoma jezika u stadijima I i II 
kao nezavisan prognostički čimbenik za pojavu regionalnih metastaza (N=50; p=0,039) (154). 
Bolesnici s umjereno diferenciranim karcinomom imali su češću pojavu odgođenih metastaza 
u vratu pod uvjetom da je debljina tumora bila najmanje četiri milimetra.  
Analizom  različitih kliničkih i histoloških čimbenika u 45 bolesnika s karcinom jezika 
u stadijima T1/T2N0, Sparano i sur. su pokazali da su T2-stadij, slaba diferenciranost tumora, 
infiltrativni način rasta s infiltracijom u mišić, perineuralna/limfovaskularna invazija 
prediktori za pojavu okultnih metastaza vrata (155). 
Postoje i oprečni podaci, prema kojima stupanj diferencijacije stanica karcinoma 
jezika u stadijima I i II nije prediktivni čimbenik za pojavu metastaza u limfnim čvorovima 
vrata (156, 157).  
Proturječni podaci mogu se, barem dijelom, objasniti činjenicom da je određivanje i 
interpretacija stupnja diferenciranosti stanica tumora subjektivna procjena patologa. Dodatno, 
analizirani rezovi tkiva ne moraju nužno odražavati sliku diferencijacije cijelog tumora.  
 
1.3.2.5.2. Perineuralna i limfovaskularna invazija 
Perineuralna invazija je posljedica tropizma tumorskih stanica prema živčanim snopovima u 
stromi (158) i povezana je s agresivnim biološkim ponašanjem, sklonošću recidivu i kraćim 
preživljenjem (159). Dokazuje se prisutnošću stanica tumora u najmanje 1/3 opsega živca. 
Praćena je bolom, trncima, atrofijom mišića u slučaju denervacije, slabošću mišića za izražaj 
lica i žvakanje ako su invadirani facijalni ili trigeminalni živac te pojavom odgođenih 
metastaza (160). Ove su kliničke osobitosti pokazane u oboljelih od melanoma, karcinoma 
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prostate i tumora žlijezda slinovnica (adenoidni cistični karcinom i slabo diferencirani 
adenokarcinom) (161-163). Nerijetko, bolesnici s perineuralnom invazijom mogu biti bez 
simptoma. 
Matsushita i sur. su pokazali da je perineuralna invazija statistički značajno povezana s 
većom učestalošću regionalnih metastaza te kraćim preživljenjem u bolesnika s karcinomom 
jezika (164).  
Jardim i sur. su multivarijatnom analizom dokazali da je perineuralna invazija 
statistički značajan, nezavisan prognostički čimbenik preživljenja i DFS u 161 bolesnika s 
uznapredovalim karcinomom jezika i dna usne šupljine (165). Tai i sur. su došli do sličnih 
zaključaka: perineuralna invazija karcinoma jezika i bukalne sluznice stadija T1 i T2 jest 
negativan prognostički čimbenik povezan s povećanom debljinom tumora (perineuralna 
invazije tumora debljih od 6 mm je imala prognostičku vrijednost za pojavu regionalnih 
metastaza), višim stopama regionalnih metastaza  i regionalnog recidiva te kraćeg preživljenja 
i preporuka je za elektivnu disekcija vrata (166). S druge strane, Chen i sur. nisu potvrdili 
prognostičku važnost perineuralne i limfovaskularne invaziju za ishod bolesti u 
retrospektivnoj studiji koja je obuhvatila 442 bolesnika s početnim karcinomom usne šupljine 
(167).  
Naprotiv, bolesnici s perineuralnom invazijom podvrgnuti elektivnoj disekciji vrata 
imaju statistički značajno duže petogodišnje preživljenje u odnosu na bolesnike liječene 
intraoralnom ekscizijom (168), što dodatno potvrđuje perineuralnu invazija kao statistički 
neovisan čimbenik za pojavu metastaza u vratu i regionalnog relapsa, bez utjecaja na pojavu 
lokalnog recidiva. 
Postoje dokazi da je preživljenje čak kraće kod primjene zračenja u skupini bolesnika s 
planocelularnim karcinomom glave i vrata kojima je dokazana perineuralna invazija  (169).  
Limfovaskularna invazija je također negativni prognostički čimbenik, povezan s 
pojavom regionalnih metastaza (170, 171).  
 
1.3.2.5.3. Neoangiogeneza 
Neoangiogeneza je proces nastanka novih krvnih žila, iz postojećih. Njihov se nastanak 
smatra ključnim za invazivni rast i metastaziranje tumora (172-174). Čini se da gustoća 
mikrovaskularne mreže (MVD, od eng. microvessel density), posredni pokazatelj tumorske 
angiogeneze, može imati prognostičku vrijednost u karcinomu usne šupljine.  
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Pazouki i sur. pokazali su pojačanu neovaskularizaciju tijekom postupne 
transformacije zdrave sluznice: displazija karcinom in situ  invazivni karcinom (175). U 
nekoliko je studija dokazana značajna povezanost između MVD i veličine planocelularnog 
karcinoma usne šupljine, recidiva bolesti i prisutnosti metastaza u vratu (176-181). Nadalje, 
čini se da promjer novostvorenih krvnih žila određuje stupanj agresivnosti tumora; veći je 
promjer povezan s višim stopama metastatske bolesti (182).  
Postoje i studije kojima nije potvrđena ova korelacija (183-185). Ove je proturječne 
rezultate djelomično moguće objasniti nestandardiziranim načinom evaluacije 
neoangiogeneze kao i „bukom“ koju stvara bogata vaskularizacija sluznice usne šupljine, što  
dodatno otežava razlikovanje postojećih od novostvorenih krvnih žila.  
S obzirom na to da su se u spomenutim studijama koristili različiti biljezi za MVD 
(faktor VIII, CD31, p53) na relativno malenom broju uzoraka tkiva tumora (19 - 57 
bolesnika) koji su bili biološki raznoliki, dobiveni su rezultati teško usporedivi.  
Marioni je, na primjer, određivao CD125 metodom imunohistokemije, u 28 uzoraka 
početnog karcinoma jezika. Povezao je povećanu CD125-MVD imunoreaktivnost (arbitrarno 
postavljena granica 167 „žilica“/mm2) s češćom pojavom recidiva i kraćim DFS (186).  
Benevenuto i sur., su uspoređivali ispoljavanje Ki-67 (indeks proliferacije) i 
čimbenika von-Willenbrand (MVD) u 20 mlađih i 20 starijih bolesnika oboljelih od 
karcinoma jezika. Nisu dokazali povezanost proliferacije stanica i indeksa angiogeneze sa 
stadijem bolesti ili stupnjem diferencijacije stanica karcinoma (187).  
Osim metodom imunohistokemije, vaskularizacija se može odrediti i na druge načine. 
Yokobori i sur. su, koristeći prijeoperacijsku pozitron emisijsku tomografiju na 27 bolesnika s 
karcinomom oralnog dijela jezika, pokazali povezanost vrijednosti indeksa SUV (od eng. 
standardised uptake value) i češće pojave perivaskularne invazije i pojačane gustoće MVD 
(188).  
 
1.3.2.6. Biljezi potvrđeni metodom imunohistokemije 
Identifikacija i razumijevanje značaja ispoljenih biljega za predviđanje biološkog ponašanja 
karcinoma osnova je za primjenu metode imunohistokemije (IMH) u kliničkoj medicini. 
Ovom se metodom određuje ispoljenost i smještaj ciljnih proteina u tkivu, koristeći specifična 
protutijela (189). Zahvaljujući IMH, koja se može izvesti na arhivskim, formalinom 
fiksiranim parafinskim uzorcima, napravljene su mnoge korisne kliničke retrospektivne 
studije (190). Metodom IMH identificiran je velik broj biljega koji su povezani s prognozom 
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oboljelih od karcinoma usne šupljine. Rezultati su ponekad proturječni. Razlike u rezultatima 
između studija moguće je objasniti složenošću procesa karcinogeneze, kao i razlikama u 
metodama procjene izraženosti molekulskih biljega te ograničenjima vezanima uz primjenu 
metode (190). 
Da bi se odredila prognostička snaga biljega potrebno je pažljivo osmisliti studiju i  
jasno definirati kriterije za „pozitivni“ ili „negativni“ rezultat, za svaki pojedini biljeg. S 
druge strane, postoji značajna heterogenost između eksperimentalnih postupaka, i u literaturi 
se ne nalaze jedinstvene preporuke vezane za definiranje vrijednosti koje se smatraju 
pozitivnim (eng. cut-off value). U nedostatku jedinstvenih kriterija, kriteriji procjene obojenja 
u reakcijama IMH najčešće se određuju arbitrarno. Moguće je da neusuglašeni kriteriji 
određivanja pozitiviteta, mijenjaju i izračune vezane uz preostale parametre, što dodatno 
otežava procjenu prognostičke vrijednosti biljega određenog ovom metodom (190). 
 
1.3.2.7. Koštani morfogenetski proteini 
Koštani morfogenetski proteini (BMP, od eng. bone morphogenetic proteins) su čimbenici 
rasta i diferencijacije. Prvobitno su izdvojeni iz kosti, kao molekule koje potiču ektopično 
stvaranje kosti i hrskavice in vivo (191, 192). Članovi obitelji BMP su velika obitelj citokina 
unutar nadobitelji transformirajućeg čimbenika rasta tipa beta (TGF-, od eng. transforming 
growth factor ß). Do danas je u sisavaca otkriveno više od 20 koštanih morfogenetskih 
proteina koji su uključeni u embrionalni razvoj i diferencijaciju različitih tkiva (193, 194). 
Osim u kosti, postojanje molekula BMP dokazano je u mnogobrojnim parenhimnim 
organima. Uključeni su u reguliranje fizioloških procesa stanice. Stoga se njihova uloga u 
stanici smatra iznimno pleiotropnom (195). Značajna uloga koštanih morfogenetskih proteina 
potvrđena je u razvoju koštanog i živčanog sustava, očiju, bubrega i srca (196).  
Koštani morfogenetski proteini sintetiziraju se kao velike prekursorske molekule koje 
su tri do četiri puta veće od zrelog proteina. Sastoje se od hidrofobnih sekrecijskih vodećih 
sljedova i osnovnog propeptidnog područja. Zreli dio molekule, unutar kojega se nalazi  
sedam molekula cisteina, nalazi se na karboksiterminalnom dijelu molekule propeptida. Zreli 
koštani morfogenetski protein sadrži dva polipeptida, najčešće homodimera, povezana 
disulfidnim vezama, molekulske mase između 30-36 kDa. U reducirajućim je uvjetima 
vidljivo da dimere čine dvije glikozilirane podjedinice, molekularnih masa 18 kDa i 16 kDa. 
Kemijski i enzimatski deglikozilirani dimeri imaju molekulsku masu od 27 kDa. Osim kao 
homodimeri, molekule BMP pokazuju mogućnost stvaranja heterodimera, dimerizacije dvaju 
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različitih proteina te jednoga koštanog morfogenetskog proteina s drugim članom nadobitelji 
TGFβ.  
Izlučeni koštani morfogenetski protein, koji se sastoji od dvije prodomene koje ostaju 
nekovalentno povezane s disulfidno povezanim zrelim oblikom molekule, ima molekularnu 
masu od 110-120 kDa.  
U osteoinduktivnim ekstraktima kosti goveda izdvojeno je sedam molekula koštanih 
morfogenetskih proteina, BMP1-BMP7. Poznavanje djelomičnog slijeda aminokiselina 
omogućilo je kvalitetno sintetiziranje specifičnih oligonukleotidnih proba, koje su 
upotrijebljene za dobivanje komplementarnih molekula DNA (cDNA, od eng. complementary 
DNA), za svaki koštani morfogenetski protein zasebno. U čovjeka su cDNA za BMP1, -2, -4, 
-5 i -7 dobivene iz genske banke stanične linije mikrocelularnog karcinoma pluća H128, a 
klonovi za BMP6 dobiveni su iz osteoblastične stanične linije osteosarkoma U-2 OS (197). Za 
nekoliko članova obitelji koštanih morfogenetskih proteina određena je lokalizacija na 
kromosomima čovjeka: BMP1 (kromosom 8), BMP2 (kromosom 20), BMP3 (kromosom 4), 
BMP4 (kromosom 14), BMP5 (kromosom 6), BMP6 (kromosom 6), BMP7 (kromosom 20), 
BMP8 (kromosom 1), BMP14 (kromosom 22), BMP13 (kromosom 8), BMP12 (kromosom 2) 
i BMP15 (kromosom X) (198-200). Slijed aminokiselina molekula BMP pokazuje evolucijski 
snažnu očuvanost primarne strukture. Na primjer, sljedovi BMP6 i BMP7 u miša su slični 
onima u čovjeka, s razlikom u samo jednoj (BMP7) ili dvije (BMP6) aminokiseline u 
području cisteina.  
Mutacije gena za BMP povezane su s nastankom nekoliko razvojnih anomalija. 
Poremećaj razvoja zuba, dentinogenesis imperfecta tipa II, povezan je s mutacijom gena za 
BMP3. Mutacija gena za BMP2 povezuje se s nastankom sindroma Holt-Oram, koji je 
obilježen nestabilnošću kostura i lomovima kostiju u oboljelih. Sindrom se očituje i 
poremećajem razvoja srca i kostura, što rezultira i atrijskim septalnim defektom te 
deformitetima gornjih udova (201). Mutacije u genima skupine BMP nerijetko čine 
molekulsku podlogu za nastanak sindroma progresivne osificirajuće fibrodisplazije, zbog 
poremećaja osteogeneze. To je iznimno rijedak genetski poremećaj obilježen okoštavanjem 
skeletnih mišića i poremećajem razvoja nožnih prstiju. Pretpostavlja se da bi u nastanak ovog 
poremećaja mogli biti uključeni geni za BMP2- ili 4. Bolest može biti posljedica greške u 
regulaciji BMP gena, poremećaju receptora ili poremećaju regulacije signalnog puta (202).  
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Regulacija prijenosa signala posredovana proteinima BMP započinje već izvan 
stanica, na razini aktiviranja molekule iz prekusorskih nezrelih kompleksa, te njihovim 
međudjelovanjem s drugim specifičnim veznim proteinima i receptorima. U prijenos signala 
posredovan BMP uključeni su transmembranski receptori: serin/treonin kinaze tipa I i II koje  
sadrže kratko izvanstanično područje s 10-12 cisteina koji veže ciljni protein, 
transmembranskog područja i unutarstaničnog dijela sa serin/treonin kinaznom aktivnošću 
(196). Nakon vezanje BMP za ciljni receptor (kompleks ligand-receptor), dolazi do 
unutarstaničnog prijenosa signala heterooligomernim kompleksima Smad koji, aktivirani 
fosforilacijom, odlaze u jezgru samostalno ili u kompleksu s drugim proteinima. U jezgri 
utječu na brojne aktivatore i represore transkripcije kao i čimbenike remodeliranja kromatina 
čime reguliraju aktivnost ciljnih gena (196). Na ovaj način molekule BMP mogu istovremeno 
regulirati aktivnost nekoliko gena, što rezultira  tkivno-specifičnim učincima. 
 
 
Slika 3. BMP-posredovan signalni put (203). 
 
Poznato je da molekule BMP mehanizmom negativne povratne sprege mogu regulirati 
vlastitu aktivnost. Ponekada, ovaj proces nije dostatan, zbog čega dolazi do modulacije 
signalnog prijenosa BMP preko njihovih antagonista. Negativni regulatori aktivnosti BMP 
klasificiraju se kao pseudoreceptori (transmembranski proteini s izvanstaničnom domenom 
koja je slična receptorima za BMP), inhibitori kompleksa Smad (na primjer Smad 6 i 7), te 
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čimbenici koji potiču proteolizu molekula Smad (na primjer Smurf 1 i 2). Također, postoji i 
velik broj izvanstaničnih molekula poput nogina, kordina, folistatina, ventropina i Tsg (od 
eng. twisted gastrulation) koji onemogućuju vezanje molekule BMP za receptor na staničnoj 
membrani (204).  
Izraženost molekula BMP, njihovih receptora te regulatora unutarstaničnog prijenosa 
signala posredovanog s BMP promijenjeni su u brojnim tumorima, u  usporedbi sa zdravim 
tkivima. Promijenjena izraženost BMP dokazana je i u tumorima epitelnog (pluća, dojka), i u 
tumorima mezodermalnog (kost, bubreg) podrijetla. Korištenjem analize kvantitativne 
izraženosti gena određivanjem mRNA, Reinholz i sur. su dokazali da je ekspresija BMP2 
molekule snižena u neinvazivnom, lokalno invazivnom i metastatskom karcinomu dojke, u 
usporedbi s zdravim tkivom dojke (205).  
S druge strane, nedavno je potvrđena i dvojaka uloga BMP2. U karcinomu jajnika, 
BMP2 koči rast stanica raka in vitro, dok in vivo potiče rast stanica tumora te rezistenciju na 
terapiju citostaticima (206).  
Povećana izraženost BMP5, -6 i -7, koje su strukturno najsličnije molekule, pokazana 
je u tkivu većine zloćudnih tumora (207). Iznimku predstavlja BMP7, čija je izraženost 
smanjena u tkivu nefroblastoma, uz proturječne rezultate za karcinom prostate (208-210).  
U studiji iz 2015, dodatak BMP7 u liniju stanica glioblastoma sprječava rast tumora, 
smanjuje izraženost biljega zloćudnog potencijala te povećava izraženost inhibitora staničnog 
ciklusa. Autori su zaključili da ovaj protein ima potencijal za primjenu u kliničkim uvjetima, 
u kombinaciji s drugim oblicima citoreduktivnog liječenja poput radiokemoterapije (211). 
Slično, u preliminarnoj studiji in vitro, Lappin i sur. su potvrdili protutumorski, o 
primijenjenoj dozi ovisan, učinak BMP7 u liniji stanica planocelularnog karcinoma usne 
šupljine. U isto vrijeme, BMP7 nije utjecao na biološka svojstva keratinocita izdvojenih iz 
usne šupljine. Autori su zaključili da BMP7 ima antineoplastični učinak kojeg je potrebno 
potvrditi in vivo (212). Naprotiv, visoka izraženost BMP7 zajedno s biljezima CD4 i CD25 na 
T-limfocitima u karcinomu debelog crijeva, povezana je s pojavom regionalnih metastaza, 
važnim čimbenikom kraćeg preživljenja oboljelih (213).  
Povezanost molekula BMP s invazijom, i metastaziranjem tumora predmet je brojnih 
istraživanja. Povećana izraženost molekula BMP dokazana je u tkivu i linijama stanica raka 
prostate. Povećana izraženost BMP6 u stanicama raka prostate povezana je s češćom pojavom 
udaljenih metastaza koje pokazuju sličnu izraženost ovog proteina u usporedbi s primarnim 
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tumorom (214). Također, pojačana BMP6 imunoreaktivnost povezuje se češćom pojavom 
recidiva te kraćim preživljenjem u ovih bolesnika (215). Slično, BMP7 pokazuje povećanu 
aktivnost i u primarnom tumoru i područjima metastaza. Lee i sur. dokazali su da povećano 
stvaranje BMP2,-4 i -6 utječe na nastanak osteoblastičnih lezija u kosti miša nakon 
implantacije LAPC-9 stanica podrijetlom od karcinoma prostate koji stvara osteoblastične 
metastaze (216). 
Jin i sur. dokazali su povišene vrijednosti BMP2,-4 i -5 u metastatski promijenjenim 
regionalnim limfnim čvorovima što se smatra važnim procesom u daljnjoj diseminaciji raka i 
nastanku udaljenih metastaza (217).  
U staničnoj liniji raka pluća, BMP2 potiče migraciju i invaziju te potiče 
neoangiogenezu aktiviranjem čimbenika rasta endotela krvnih žila (VEGF, od eng. vascular 
endothelial growth factor) (218, 219). Također, visoka izraženost BMP2 u kombinaciji sa 
smanjenim izražajem ili gubitkom funkcije protein kinaze LKB1, koja je negativni regulator 
BMP-potaknutih signalnih puteva, novi je mehanizam povezan s proliferacijom i invazijom u 
karcinomu pluća ne-malih stanica (220).  
Pojedine molekule (BMP2 i 7) potiču EMT, tijekom kojeg epitelne stanice poprimaju 
obilježja mezenhimalnih. Jedna od važnih osobitosti prijelaza je gubitak međustanične 
adhezije, zbog čega se pojačavaju pokretljivost, invazija i diseminaciju stanica raka (221, 
222). S druge strane, BMP6 i 7  mogu potaknuti reverzibilni mezenhimalno-epitelni prijelaz 
(MET, od eng. mesenhyimal-epithelial transition), koji obilježava, smanjena biološka 
aktivnost stanica tumora (223, 224). Nedavni dokazi pokazuju da su BMP uključeni u proces 
angiogeneze tumora, izravnim djelovanjem na endotelne stanice krvnih žila te posredno, 
procesom regulacije aktivnosti angiogenih čimbenika (225). 
Poznato je da molekule BMP mogu služiti i kao razlikovni biljeg za različite 
podtipove tumora. Određivanje BMP2 u tkivu pleomorfnog adenoma omogućuje razlikovanje  
ovog tumora u odnosu na druge tumore žlijezda slinovnica (226).  
S obzirom na važnu ulogu u razvoju krvotvornog sustava tijekom embriogeneze, 
molekule BMP su intenzivno istražene u leukemijama i limfomima. Kao i u solidnim 
tumorima, BMP2 inhibira stanični ciklus u fazi G1, što za posljedicu ima apoptozu. Ovo je 
pokazano na linijama stanica porijeklom mijeloma čovjeka (227). U koštanoj srži oboljelih od 
akutne promijeloblastične leukemije, dokazana je visoka izraženost BMP2,-4 i -7. Primjena 
kemoterapije i trans-retinoične kiseline smanjuje koncentraciju ovih molekula što bi moglo 
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biti korisno u kontekstu potencijalnog značaja BMP kao biljega minimalne ostatne bolesti, u 
razdoblju praćenja (228).  
U kliničkoj se praksi danas koriste rekombinantni BMP2 i 7 čovjeka, u svrhu cijeljenja 
oštećene kosti, u okolnostima kada fiziološki procesi cijeljenja kosti zakažu (229). 
Primijenjuju se lokalno, korištenjem kolagene spužvice kao nosača koji omogućuje 
započinjanje procesa nastanka nove kosti kemotaksijom progenitornih stanica (230). Jedna od 
neželjenih pojava primjene ovih rekombinantnih molekula jest resorpcija kosti na mjestu 
ugradnje, zbog velike količine proteina koja se lokalno primjenjuje uz istovremeno stvaranje 
ektopične kosti u okolnom tkivu. Ovaj je proces popraćen upalom i edemom (231). S druge 
strane, primjena BMP6 u manjim količinama, u biokompatibilnom-autolognom nosaču, 
mehanizmom diferencijacije mezenhimalnih stanica u osteoblaste, stimulira cijeljenje 
defekata kosti bez resorpcije ili upale, u životinja (231). Ovo ga svojstvo svrstava u 
potencijalno komercijalno dostupne nove nosače za regeneraciju kosti. 
 
1.3.2.7.1. Koštani morfogenetski protein 6 (BMP6) 
cDNA BMP6 originalno je prepoznata u cDNA banke embrija miša. Nazvana je Vgr-1, s 
obzirom na homologiju s cDNA i s proteinom Vg-1 u žabe (232). Homolozi proteina Vgr-1 
goveda i čovjeka izolirani su iz kostiju i nazvani BMP6 (233). Na slici 4 je prikazana 
struktura dimera BMP6. 
 
Slika 4. Dimer BMP6. Izvor: Ljubaznošću dr. Hermanna Oppermanna vodećeg istraživača u 
području koštanih morfogenetskih proteina. 
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Prisustvo mRNA za BMP6 u sisavaca dokazano je u različitim tkivima i organima 
(kost, posteljica, maternica, bubreg, pluća, mozak, mišići, koža). BMP6 potiče izraženost 
hrskavičnog i osteogenog fenotipa in vitro te inducira stvaranje hrskavice i kostiju in vivo 
(234).   
Kristalna struktura BMP6 čovjeka slična je molekuli BMP7. Istraživanja interakcija 
BMP6 s različitim ektodomenama receptora tipa I su pokazala da N-glikozilacija asparagina 
na položaju 73 (Asn73) ima značajnu ulogu za prepoznavanje aktivinskim receptorom tipa I 
(235).     
Miševi bez funkcionalnog BMP6 (''BMP6 knock-out'') preživljavaju i fertilni su. 
Životinje ne pokazuju vidljive nedostatke u tkivima u kojima je inače normalno prisutan 
BMP6. Njihov skelet se ne razlikuje od  skeleta miševa divljeg tipa. Međutim, pažljivom 
analizom kostura embrija ovih miševa tijekom kasnije faze razvoja može se uočiti zakašnjelo 
okoštavanje prsne kosti. Hibridizacijom in situ ustanovljen je istovremeni izražaj gena za 
BMP2 i BMP6 u hipertrofiranoj hrskavici divljeg tipa miševa, što bi moglo upućivati da 
BMP2 funkcionalno može zamijeniti BMP6 (236).  
Pokazano je da slabiji izražaj gena za BMP6 u epidermisu potiče diobu stanica 
epidermisa u odraslih miševa kao i njihovu poremećenu diferencijaciju, pri čemu nastaju 
oštećenja slična psorijazi u ljudi (237).  
Dosadašnja istraživanja pokazuju da je BMP6 najučinkovitiji u poticanju osteogene 
diferencijacije mezenhimalnih matičnih stanica (238). Sammons i sur. također su potvrdili da 
BMP6 pojačava osteogenu diferencijaciju i mineralizaciju u kulturi mezenhimalnih matičnih 
stanica (239). Rezultati dobiveni ispitivanjima u Laboratoriju za mineralizirana tkiva 
pokazuju da miševi bez alela za BMP6, imaju smanjeni omjer volumena kosti u odnosu na 
volumen trabekula u usporedbi s miševima divljeg tipa (240). Također je pokazano da 
sistemski primijenjen rekombinantni BMP6 čovjeka u osteoporotičnih miševa i štakora 
inducira stvaranje nove kosti te poboljšava  njihovu mikroarhitekturu i kvalitetu (241).  
BMP6 djeluje i kao poticatelj hipertrofije hondrocita, a postoje i dokazi da pomaže u 
održavanju fiziološke funkcije ploče rasta (242, 243). S druge strane, kod primjene 
antikoagulacijske terapije, BMP6 doprinosi osteoporozi induciranoj heparinom (244). 
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Rezultati molekularnih analiza su pokazali povezanost između pojačane izraženosti 
BMP6 u tkivu zloćudnih tumora (jednjak, prostata, mokraćni mjehur, debelo crijevo), i niske 
izraženosti negativnih regulatora njegove aktivnosti - nogina i SOST, s progresijom bolesti i 
kraćim preživljenjem bolesnika (245).  
S druge strane, BMP6 inhibira estrogenom potaknutu proliferaciju stanica raka dojke 
te mijeloma (246, 247).  
Unatoč poznatoj ulozi u procesu pregradnje i metabolizmu kosti te pojačanoj 
izraženosti u različitim zloćudnim tumorima, vrlo se malo zna o značaju izraženosti BMP6 u 
planocelularnom karcinomu usne šupljine. Prema dostupnoj literaturi, jedini rad u ovom 
području objavljen je 2013. godine (248). Studijom u koju je bilo uključeno 30 bolesnika 
pokazana je povezanost jačeg stupnja izraženosti BMP6 i receptora epidermalnog čimbenika 
rasta (EGFR, od eng. epidermal growth factor receptor) s prodorom u kost (248). Također, 
autori su pokazali da je pojačana izraženost BMP6 u tkivu tumora pozitivno povezana s 
njegovim biološki agresivnijim ponašanjem. Slično, Raida i sur. dokazali su da je pojačana 
izraženost BMP6 u planocelularnom karcinomu jednjaka negativan prognostički čimbenik, 
povezan sa slabijim stupnjem diferencijacije i keratinizacije te kraćim preživljenjem (249). 
 
1.3.2.8. Molekularni biljezi 
Metoda imunohistokemije koristila se u brojnim studijama za određivanje izraženost mnogih 
proteina. Neki od njih (tumor protein p53 (od eng. tumor protein p53), EGFR i jedan od 
njegovih liganada, transformirajući čimbenik rasta alfa (TGF-α, od eng. transforming growth 
factor alpha), te ciklin D1 obećavajući su prognostički biljezi za planocelularne karcinome 
glave i vrata (250-252).  
EGFR je član obitelji receptora s tirozin kinaznom aktivnošću. Ova skupina receptora, 
nakon vezanja liganda (npr. EGF ili TGF-α), započinju proces unutarstaničnog prijenos 
signala s posljedičnom proliferacijom stanice. 
Brojne studije ukazale su na EGFR kao molekularni biljeg loše prognoze 
planocelularnog karcinoma usne šupljine (253-255). Randomiziranom studijom faze III 
(RTOG51) njegova visoka izraženost mogla se povezati sa značajno kraćim preživljenjem i 
DFS. U multivarijatnom se modelu pokazao kao neovisan čimbenik preživljenja i pojave 
lokoregionalnog recidiva (256). Ovaj se trend pojašnjava činjenicom da EGFR-posredovan 
prijenos signala u konačnici potiče pokretljivost stanica, i stvaranje novih krvnih žila, a 
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oslabljuje međustaničnu adheziju. Ovi su procesi neophodni za invazivni rast i metastaziranje 
tumora. Pojačana izraženost epidermalnog čimbenika rasta (EGF, od eng. epidermal growth 
factor), jednog od EGFR liganada, povezuje se s niskim stopama odgovora na liječenje 
cetuksimabom (257). Prepoznavanje važnosti obitelji receptora s tirozin kinaznom aktivnošću 
u koordiniranom reguliranju stanične proliferacije, apoptoze i angiogeneze dovelo je do 
razvoja nekoliko načina liječenja koji djeluju na signalni put potaknut s EGFR. Dvije skupine 
molekula (cetuksimab - ligand za EGFR i  gefitinib/erlotinib - selektivni inhibitori tirozin 
kinaznog područja EGFR)) su prošle faze pretkliničkih i kliničkih istraživanja za različite 
vrste zloćudnih tumora, s ograničenim brojem indikacija za kliničku primjenu. Randomizirana 
istraživanja na adenokarcinomu debelog crijeva pokazala su da je dodatak cetuksimaba 
cisplatini ili irinotekanu povezan s statistički značajno višim stopama objektivnog odgovora 
(23% prema 11%, p=0,007) u odnosu na samostalnu „klasičnu“ kemoterapiju (258). 
Međutim, veće stope odgovora na multimodalnu terapiju nisu rezultirale produženjem 
ukupnog preživljenja u odnosu na monoterapiju (p=0,48). Slično, dodatak gefitiniba ne 
doprinosi dužem preživljenju u odnosu na samostalno primijenjenu ''klasičnu'' kemoterapiju u 
oboljelih od  karcinoma pluća ne-malih stanica, stadija III i IV (259). 
Za razliku od skromnih rezultata koji se dobiju davanjem EGFR antagonista s 
kemoterapijom, primjena cetuksimaba uz radioterapiju u bolesnika s lokalno uznapredovalim 
planocelularnim karcinomom glave i vrata ima impresivno djelovanje. Ono je pokazano kroz 
statistički značajno produženje ukupnog preživljenja i lokoregionalne kontrole bolesti u 
usporedbi sa samostalno provedenim zračenjem (260). 
 
1.3.3. Prognostički čimbenici ovisni o liječenju 
O prognostičkim čimbenicima ovisnim o liječenju (osobito kirurškom) se zna puno manje u 
odnosu na prethodno analizirane čimbenike. Potencijalno su vrlo šaroliki, s obzirom na to da 
na njih utječu posebni terapijski postupci ili odstupanja u tijeku liječenja (na primjer, razlike u 
primijenjenim tehnikama i utjecaj posebnih, specifičnih oblika liječenja (vrsta, doza i 
intenzitet kemoterapije ili vrijeme primjene, način frakcioniranja te ukupna doza zračenja) 
koji mogu utjecati na ishod bolesti i preživljenje bolesnika (261). 
Na primjer, primjena hiperfrakcioniranja u odnosu na konvencionalni oblik frakcioniranja 
povezana je s dužim preživljenjem oboljelih od karcinoma usne šupljine (82, 83). U 
retrospektivnoj studiji na 6830 bolesnika sa stadijem I i II, Luryi i sur. su dokazali više stope 
preživljenje u bolesnika koji su bili podvrgnuti (preventivnoj) disekciji vrata te u liječenih u 
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akademskim/istraživačkim institucijama. Niže stope preživljenja zabilježene su u bolesnika s 
pozitivnim rubom resekcije te onih koji su bili podvrgnuti adjuvantnom zračenju ili 
kemoterapiji (262). Ista skupina autora potvrdila je razliku u histološkom statusu ruba 
resekcije ovisno o tipu zdravstvene ustanove koja je liječila bolesnike. Visoka učestalost 
pozitivnog ruba resekcije bila je povezan sa stadijem bolesti, stupnjem zrelosti tumora, 
podlokalizacijom primarnog tumora, ali i s liječenjem u ne-akademskim institucijama te u 
ustanovama u kojima se operira malen broj bolesnika s intraoralnim karcinomom. Autori su 
zaključili da se statusa ruba resekcije može koristiti za praćenje kvalitete usluge zdravstvenih 
ustanova koje se bave liječenjem početnog karcinoma usne šupljine (263). 
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2. HIPOTEZA 
Pojačana izraženost molekule BMP6 u planocelularnom karcinomu usne šupljine negativan je 
prognostički čimbenik u odnosu na razvoj lokalnog recidiva, regionalnih i udaljenih metastaza 
te preživljenje bolesnika. 
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3. CILJEVI RADA 
3.1. Opći cilj 
Cilj ovog retrospektivnog istraživanja bio je odrediti značaj izraženosti BMP6 u                       
planocelularnom karcinomu usne šupljine. 
 
3.2. Specifični ciljevi 
1. Korelirati stupanj izraženosti BMP6 s pojavom recidiva bolesti i preživljenjem bolesnika. 
2. Korelirati stupanj izraženosti BMP6 s prognostičkim parametrima: dob, spol, veličina i 
podlokalizacija tumora, dubina invazije, stupanj diferencijacije, perineuralna/perivaskularna 
invazija, invazija periosta i kosti, broj i najniže područje zahvaćenih limfnih čvorova, 
ekstrakapsularno širenje. 
3. Analizirati dodatne kliničke i histološke prognostičke čimbenike kako bi se odredili 
statistički nezavisni čimbenici koji imaju prognostičku vrijednost u odnosu na pojavu 
regionalnih metastaza te preživljenje bolesnika. 
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4. ISPITANICI I METODE 
4.1. Ispitanici 
U ovom su se retrospektivnom istraživanju koristila tkiva planocelularnog karcinoma usne 
šupljine bolesnika koji su bili liječeni primarno kirurški, u razdoblju od 1. siječnja 2003. do 
31. prosinca 2008. godine u Klinici za kirurgiju lica, čeljusti i usta Medicinskog fakulteta 
Sveučilišta u Zagrebu, Kliničke bolnice Dubrava. U istraživanje je uključeno 120 bolesnika s 
novodijagnosticiranim i histološki potvrđenim planocelularnim karcinomom usne šupljine, 
kliničkog stadija bolesti T1-T3N0. Bolesnici u kojih je radioterapija korištena kao elektivni 
postupak, u slučajevima kada metastaze u limfnim čvorovima vrata nisu bile klinički 
manifestne (cN0), nisu uključeni u ovo istraživanje. 
  U odnosu na izraženost ciljnog proteina BMP6, ispitivanu skupinu čine bolesnici koji 
su razvili recidiv bolesti (lokalni recidiv, regionalne i/ili udaljene metastaze). Broj ispitanika u 
ovoj skupini je 54. Kontrolnu skupinu čine bolesnici bez recidiva bolesti (lokalni recidiv, 
regionalne i/ili udaljene metastaze). Broj ispitanika u kontrolnoj skupini je 66. Uzorci tkiva 
obrađeni su standardnom metodom koja uključuje fiksaciju tkiva u 10% puferiranom 
formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu od 5 um, deparafiniranje i 
bojanje standardnom metodom hemalaun eozin (HE). 
Svi su bolesnici bili praćeni najmanje pet godina. Studija je provedena uz odobrenje 
Etičkog povjerenstva Kliničke bolnice Dubrava. Svi su uzorci prikupljeni u skladu s etičkim i 
bioetičkim principima, na način da su privatnost i zaštita tajnosti podataka u potpunosti 
osigurani. Cjelokupni istraživački proces obavljen je u skladu s primijenjivim smjernicama, 
uključujući Osnove dobre kliničke prakse, Helsinškom deklaracijom, Zakonom o 
zdravstvenoj zaštiti Republike Hrvatske (NN121/03) i Zakonom o pravima pacijenata 
Republike Hrvatske (NN 169/04). 
 
4.2. Postupci istraživanja  
4.2.1. Podatci o liječenju bolesnika 
Svim bolesnicima je u trenutku postavljanja dijagnoze određen stadij bolesti prema 
međunarodnoj TNM-klasifikaciji iz 2002. godine (35). U stadiju bolesti T1 bilo je 35 (29,2%) 
bolesnika, u stadiju T2 72 (60%) bolesnika, dok je u stadiju T3 bilo 13 (10,8%) bolesnika.   
Kirurško liječenje je provedeno korištenjem standardnog algoritma liječenja: 
operacijom "commando" najčešće su operirani bolesnici čiji su tumori bili veći od 3 cm (tri u 
35 
 
stadiju T1, 27 u stadiju T2 i 11 u stadiju T3). Intraoralna ekscizija je najčešće primijenjena u 
bolesnika s tumorima manjim od 3 centimetra (32 u stadiju T1, 45 u stadiju T2 i dva u stadiju 
T3). Kod operacije "commando" učinjena je elektivna disekcija vrata, a kod intraoralne 
ekscizije kurativna zbog pojave regionalnih metastaza u periodu praćenja. 
Adjuvantno zračenje provedeno je u onih bolesnika za čije je tumore patolog odredio 
da se radi o stadijima pT3 i pT4, histološki dokazanom perineuralnom/limfovaskularnom 
invazijom, te nalazom dva ili više pozitivnih limfnih čvorova vrata (stadij pN2/3) bez proboja 
kapsule, te uvijek u slučaju proboja čahure limfnog čvora.  
Na slici 5 prikazan je algoritam liječenja bolesnika uključenih u ovo istraživanje. 
 
Slika 5. Algoritam liječenja bolesnika. 
 
Radioterapija bolesnika je provedena na Odjelu radioterapijske onkologije, Klinike za 
tumore u Zagrebu. Bolesnici su zračeni na linearnom akceleratoru trodimenzionalnom 
konformalnom tehnikom, fotonima energije 6 megavolta (mV), dnevnom dozom od 2 Gy, pet 
dana u tjednu, do ukupne doze zračenja od 50-66 Gy u trajanju od 5-7 tjedana. U anatomskom 
području visokog rizika recidiva bolesti (ležište tumora i pozitivni limfni čvorovi) isporučeno 
je 60 Gy, dok su područja niskog i srednje rizika recidiva bolesti (neodstranjeni i histološki 
negativni limfni čvorovi) profilaktički zračena ukupnom dozom od 50 Gy. Nalaz pozitivnog 
ruba resekcije i/ili ekstrakapsularnog proboja bili su indikacija za aplikaciju dodatne doze 
zračenja (tzv. boost doza) od 2-6 Gy, do ukupno 62-66 Gy. 
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U odnosu na opseg primarnog kirurškog liječenja, ispitanici su podijeljeni u dvije 
skupine: a) bolesnici u kojih je učinjena intraoralna ekscizija primarnog tumora (N=79) i b) 
bolesnici u kojih je učinjena intraoralna ekscizija i elektivna disekcija vrata - operacija 
''commando'' (N=41). U slučaju pojave regionalnih metastaza u bolesnika u kojih je učinjena 
samo resekcija primarnog tumora, u periodu praćenja (konverzija cN0cN+pN+), učinjena 
je odgođena disekcija vrata. U odstranjenom je tkivu patolog odredio ukupan broj limfnih 
čvorova, broj i lokalizaciju (područje vrata) pozitivnih limfnih čvorova, najniže pozitivno 
područje, ekstrakapsularno širenje.  
 
4.2.2. Histološka mjerenja  
Za svaki su tumor određeni: a) veličina (najveći promjer), b) stupanj diferencijacije (procjena 
polimorfije u najslabije diferenciranom dijelu tumora); c) resekcijski rub tumora; d) dubina 
invazije; e) perineuralna/perivaskularna invazija; f) zahvaćenost periosta i g) kosti; h) broj 
limfnih čvorova zahvaćenih metastazama; i) najniže područje limfnih čvorova s metastazama; 
j) ekstrakapsularno širenje tumora. Tumori su, s obzirom na diferencijaciju, podijeljeni u tri 
skupine: 1. tumori s više od 75% dobro diferenciranih stanica; 2. tumori s 25 do 75% dobro 
diferenciranih stanica 3. tumori s manje od 25% dobro diferenciranih stanica i/ili jasno 
anaplastični tumori. Pozitivan resekcijski rub, koji se histološki analizirao zajedno sa 
zahvaćenošću periosta i kosti, definiran je kao: a) rub zahvaćen tumorom; b) rub nezahvaćen 
tumorom, pod uvjetom da je udaljenost tumora od ruba bila ≤ 4mm (tzv. ''bliski rub'').  
Dubina invazije izmjerena je mikroskopskom lećom kao udaljenost od površine 
tumora (egzofitične ili infiltrativne), do maksimalne točke invazije. Medijan mjerenja (0,8 
cm) je korišten kao razdjelna vrijednost skupina. 
Perineuralna i perivaskularna invazija određena je kao negativna ili pozitivna.  
 
4.2.3. Određivanje proteina BMP6 metodom imunohistokemije 
Za imunohistokemiju smo koristili monoklonsko protutijelo BMP6 (Abcam Cambridge, 
United Kingdom). Detekcija signala temeljila se na reakciji peroksidaze, komercijalno  
dostupnim kompletom kemikalija (Zymed, San Francisco, CA), prema uputstvima 
proizvođača.  
Rezovi debljine 5 µm deparafinirani su u ksilenu (Kemika, Hrvatska), rehidrirani u 
etanolu padajuće koncentracije (95%; 70%; 50%) (Kemika, Hrvatska) te isprani u fosfatnom 
puferu (PBS, od eng. phosphate buffer saline). Kako bi se blokirala aktivnost endogenih 
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peroksidaza, uzorci su inkubirani u 3% vodikovom peroksidu (Kemika, Hrvatska), a potom  
fiksirani metanolom (Kemika, Hrvatska), tijekom 15 minuta, na sobnoj temperaturi i ponovno 
isprani u PBS-u. Proces demaskiranja antigena proveden je kuhanjem preparata u 10% 
citratnom puferu, pH 6.2 (Dako Corporation, SAD), kroz 15 minuta u mikrovalnoj pećnici na 
700 W. Preparati su potom ohlađeni na sobnu temperaturu te isprani u PBS-u. Nespecifično 
vezivanje blokirano je s DAKO® Protein Block Serum-Free (DAKO Corporation, SAD) u 
vlažnoj komori kroz 10 min., pri sobnoj temperaturi. Zatim je na preparate nakapano 
primarno protutijelo BMP6. Nakon završene inkubacije (90 minuta u vlažnoj komori pri 
sobnoj temperaturi), stakalca su tri puta isprana u PBS-u i inkubirana sa sekundarnim 
protutijelom konjugiranim s peroksidazom (HRP) koje specifično prepoznaje imunoglobuline 
miša, kroz 25 minuta nakon čega se predočava pozitivna reakcija (smeđe obojenje) sa 
supstratom (DAB) (DAKO Corporation, SAD). Jačina signala dobivenog 
imunohistokemijskim bojenjem izražena je semikvantitativno, određivanjem intenziteta i 
postotka obojanih stanica tumora u odnosu na ukupan broj stanica tumora. Postotak 
imunoreaktivnih stanica izražen je na slijedeći način: 0. negativna reakcija; 1. slabo izražena 
reakcija, do 10% pozitivnih tumorskih stanica; 2. srednje izražena reakcija, >11-50% 
pozitivnih tumorskih stanica te 3. jako izražena reakcija, >51% pozitivnih tumorskih stanica. 
Intenzitet obojenja označen je na slijedeći način: 0. negativna reakcija; 1. slabo 
pozitivna reakcija; 2. srednje pozitivna reakcija; 3. jako pozitivna reakcija. 
Imunohistokemijski indeks bojenja dobiven je umnoškom intenziteta reakcije i postotka 
imunoreaktivnih stanica, a rezultati su razvrstani u tri skupine: 0 – negativna reakcija, I – 
umjereno izražena reakcija (umnožak 1-3), II – snažno izražena reakcija (umnožak 4, 6 ili 9). 
 
4.2.4. Dodatni podatci i definicije vezane uz istraživanje 
Za potrebe statističke analize podataka, bolesnici su razvrstani u dvije skupine prema 
medijanu dobi u vrijeme operacije. Primarno sijelo tumora usne šupljine definirano je u 
odnosu na četiri područja: sublingvalno, jezik, retromolarno ili gingiva mandibule. Klinički je 
određen i najveći promjer tumora (cm), a za potrebe kasnije obrade podataka tumori su 
razdijeljeni u dvije skupine u odnosu na medijan vrijednosti najvećega promjera (2,9 cm). 
Histološke parametre je odredio patolog. Veličina tumora definirana je najvećim 
promjerom, u centimetrima, mjereno mikrometrom. Promjer je iskazan kao kategorički 
pokazatelj, pri čemu je medijan korišten kao razdjelna vrijednost skupina (2,1 cm). 
Histološke osobitosti tumora opisane su ranije. Dodatno su navedene u tablici 3.  
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U disektatu vrata analizirani su: a) broj pregledanih/pozitivnih limfnih čvorova; b) 
najniže zahvaćeno područje vrata; c) proboj čahure čvora stanicama tumora. Ovi su podatci 
iskazani na slijedeći način: ad „a“ i „c“) pozitivno ili negativno; ad „b“) rednim brojevima, 
koji su (slika 2 i tablica 4) za potrebe obrade podataka prikazani kao dvije skupine: a) vrat 
pozitivan do područja 3; b) pozitivna područja 4 i/ili 5 sa/ili bez zahvaćenih viših područja 
vrata. U skupini podataka o liječenju bolesnika praćena su tri pokazatelja. Vrsta operacijskog 
zahvata zabilježena je kao operacija "commando" ili intraoralna ekscizija. Resekcija 
mandibule praćena je kao kategorički pokazatelj: skupina bolesnika bez resekcije mandibule 
(uključuje i osteotomirane mandibule zbog pristupa na tumor - "swing" mandibule) te skupine 
s marginalnom (djelomično odstranjenje kosti koje uključuje alveolarni nastavak uz očuvani 
kontinuitet mandibule) i segmentalnom (odstranjenje pune debljine kosti) resekcijom 
mandibule.  
Pokazateljima praćenja i ishoda bolesti objedinjeno je pet vrsta podataka (tablica 3). 
Lokalni recidiv, regionalni metastaze, pojava udaljenih metastaza su prikazani kao binarna 
vrijednost, tj. kao "da" (događaj se pojavljuje) ili ne (događaj se ne pojavljuje) tijekom 
praćenja bolesnika. Recidiv je definiran je kao prvi oblik povrata bolesti u periodu praćenja. 
Lokalni recidiv je definiran kao povrat bolesti u području ili unutar 2 cm od mjesta primarnog 
tumora. 
Regionalne metastaze su definirane kao histološki potvrđene okultne metastaze u 
disektatu vrata bolesnika podvrgnutih operaciji ''commando'' ili pojava odgođenih regionalnih 
metastaza u vratu tijekom perioda praćenja u bolesnika primarno liječenih intraoralnom 
ekscizijom. Iz analize potonje skupine isključeni su svi bolesnici koji su imali lokalni recidiv 
jer je kod takvih bolesnika pojava bolesti u vratu vjerojatno metastaza lokalnog recidiva (tzv. 
''sijanje u vrat''), a ne recidiv regionalne bolesti.  
Udaljene metastaze su shvaćene kao izolirana diseminacija bolesti, kojoj nije 
prethodila pojava lokalnog i/ili regionalnog povrata bolesti.  
Preživljenje bolesnika je statistički opisano mjesecima praćenja od trenutka 
postavljanja dijagnoze do zadnjega datuma praćenja u kojem: a) bolesnik umire od osnovne 
bolesti ili je b) cenzuriran (zdrav, izgubljen iz praćenja ili je umro od drugog uzroka).  
Podatci o vezani uz primjenu kemoterapije nisu bili dostupni za sve bolesnike te zbog 
navedenog nisu uvršteni u analizu. 
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Tablica 3. Pokazatelji istraživanja. 
 
Praćeni čimbenici Pokazatelji (čimbenici)  
I. Podatci o bolesniku  
1.   dob  
2.   spol  
II. 
Podatci o 
bolesti 
A. Klinički podatci  
3.   lokalizacija tumora 
4.   najveći promjer tumora 
B. Histološki 
     podatci  
 a. Tumor  
     makroskopski  
5.   najveći promjer tumora  
 b. Histologija tumora 
6.   stupanj zrelosti 
7.   resekcijski rub 
8.   dubina invazije 
9.   perineuralna i perivaskularna 
      invazija 
10. zahvaćenost periosta  
11. zahvaćenost kosti  
 c. Imunohistokemija 
     tumora  
12.  BMP6  
 d. Disektat vrata  
13. broj pregledanih limfnih 
      čvorova  
14. broj pozitivnih limfnih 
      čvorova  
15. najniže pozitivno područje 
16. status čahure  
III. Podatci o liječenju  
17. vrsta operacije  
18. resekcija mandibule  
19. radioterapija  
IV. Praćenje i ishod  
20. lokalni recidiv  
21. regionalne metastaze  
22. udaljene metastaze  
23. bez recidiva u periodu 
      praćenja  
24. preživljenje 
 
4.2.5. Statistička obrada podataka 
Kvalitativni podatci prikazani su apsolutnom (N) i relativnom (%) učestalošću unutar 
istraženog uzorka ispitanika, a njihove međusobne raspodjele uspoređene su χ2-testom.  
Brojčani podatci iskazani su medijanom i srednjom vrijednošću te rasponom mjerenja 
i standardnom devijacijom kao mjerama rasapa, ovisno o tome je li raspodjela slijedila 
normalnu ili ne. Brojčane vrijednosti između dviju skupina uspoređene su χ2-testom ili 
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Fisherovim testom. Krivulje preživljenja određene su metodom Kaplan-Meier, a razlike 
preživljenja među skupinama uspoređene su log-rank testom. Krivulja preživljenja svih 
ispitanika iskazana je u granicama 95%-tne pouzdanosti. Na svim su krivuljama označeni 
cenzurirani ispitanici, tj. ispitanici koji tijekom praćenja nisu ostvarili praćeni događaj - smrt 
od osnovne bolesti za ukupno preživljenje. Podatci o preživljenju iskazani su proporcijom 
udjelom prosječnog petogodišnjeg preživljenja i standardnom pogreškom proporcije, te 
iskazani postotkom, kao PP±SE(PP)%. Multivarijatna ovisnost preživljenja o pokazateljima 
istraživanja ispitana je Cox-regresijskim testom, a rezultati su iskazani vrijednostima 
regresijskih koeficijenata i njihovom standardnom pogreškom, β±SE(β), razinom značajnosti 
P i vrijednostima omjera izgleda s granicama 95%-tne pouzdanosti, OR (95% GP). Statistički 
značajnom smatrana je razlika P<0,05.  
Podatci su izvorno upisani u tumorsku bazu podataka Klinike za kirurgiju lica, čeljusti 
i usta Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu pomoću programa dBase III+ (Ashton-
Tate, Torrence (CA), SAD), preneseni u program Excel (Microsoft, Seattle (WA), SAD), a 
sveukupna obrada podataka učinjena je pomoću programa MedCalc (MedCalc Inc., 
Mariakerke, Belgija; licenca Katedre za medicinsku informatiku Medicinskog fakulteta 
Sveučilišta u Rijeci). 
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5. REZULTATI 
Skupinu bolesnika uključenu u ovo istraživanje (N=120) činilo je 99 (82,5%) muškaraca i 21 
(17,5%) žena. Medijan dobi bio je 59 godina. Prosječno petogodišnje preživljenje bolesnika 
iznosilo je 79,7±4,2%, s granicama 95%-tne pouzdanosti 71,6-87,8% (slika 6). Tijekom 
praćenja, od osnovne bolesti je umrlo 20 bolesnika (praćeni 9-45 mjeseci, prosječno 26 
mjeseci), a 100 ih je cenzurirano (praćeni 5-120 mjeseci, prosječno 50 mjeseci). Klinički je 
promjer tumora iznosio 1-5,5 cm, medijana 2,9 cm, a histološki 0,5-5,5 cm, medijana 2,1 cm.  
 
 
Slika 6. Krivulja preživljenja svih bolesnika. Ucrtane su granice 95%-tne pouzdanosti, a 
cenzurirani podatci su označeni okomitim crticama na krivulji preživljenja. 
 
U tkivu karcinoma usne šupljine, izraženost BMP6 dokazana je metodom 
imunohistokemije u 109 (90,8%) bolesnika. Imunohistokemijskim indeksom bojanja uzorci 
su, s obzirom na izraženost BMP6, razvrstani u tri skupine: „negativan“ (11 uzoraka; 9,2%) 
„umjereno izražen“ 79 uzoraka; 65,8%), „snažno izražen“ (30 uzoraka; 25,0%), (slika 7). 
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Slika 7. Udio tumora u odnosu na imunohistokemijski indeks bojanja.  
 
Negativna kontrola, te negativna, slabo pozitivna i jako pozitivna reakcija u 
citoplazmama stanica tumora prikazane su na slikama 8-11. 
Slika 12 pokazuje nakupljanje ciljnog proteina u perifernim živcima i 
poprečnoprugastom mišiću. 
 
Slika 8. Negativna kontrola. Nakupine zloćudno promijenjenih stanica u planocelularnom 
karcinomu usne šupljine. Umjesto primarnog protutijela BMP6 korišten je 1x PBS (objektiv x 
20, IMH). 
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Slika 9. Negativno obojenje na BMP6 u karcinomu pločastih stanica usne šupljine (objektiv x 
100, IMH). Crveno obojena područja predstavljaju areale roževine koja nakupljaju ciljni 
protein. 
 
 
 
Slika 10. Slabo pozitivna reakcija BMP6, u karcinomu pločastih stanica usne šupljine 
(objektiv x 100, IMH). 
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Slika 11. Jako pozitivna reakcija u citoplazmama stanica tumora (objektiv x 100, IMH). 
 
 
Slika 12. BMP6 u perifernim živcima i poprečnoprugastom mišiću (objektiv x 200, IMH). 
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U tablicama 4a i 4b  prikazana je izraženost BMP6 u odnosu na sve pokazatelje istraživanja. 
 
Tablica 4a. Imunohistokemijski indeks bojanja BMP6 u odnosu na pokazatelje istraživanja.  
 
Čimbenici Skupine  
BMP6 
P-vrijednost* negativna 
reakcija 
umjereno 
izražen 
snažno 
izražen 
  Podatci o bolesniku 
dob  
≤ 59 god.  6  39 18 
0,402 
> 59 god.  5 40 12 
spol  
muškarci  9 65 25 
1,00 
žene  2 14 5 
  Klinički podatci o bolesti 
lokalizacija    
tumora  
sublingvalno  7 32 17 
0,338 
jezik  2 30 6 
retromolarno  1 9 5 
gingiva  
mandibule  
1 8 2 
najveći promjer 
tumora (K)  
≤ 2,9 cm  7 38 15 
1,00 
> 2,9 cm  4 41 15 
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Tablica 4b. Imunohistokemijski indeks bojanja BMP6 u odnosu na pokazatelje istraživanja. 
 
 
a Od ukupnog broja reseciranih mandibula (N=56) 
b Uspoređena su do tri zahvaćena limfna čvora sa najmanje četiri limfna čvora 
c Od ukupnog broja pozitivnih disektata (N=49) koji su podijeljeni u dvije skupine: a) pozitivni limfni 
čvorovi u bolesnika podvrgnutih operaciji ''commando'' (N=19); b) pozitivni limfni čvorovi u 
bolesnika operiranih intraoralnom ekscizijom koji su razvili metastaze u periodu praćenja (N= 30) 
d Uspoređena zahvaćenost vrata do područja 3 s područjima 4 i/ili 5 (sa ili bez zahvaćenih viših 
područja u vratu) 
 
Izraženost ciljnog proteina BMP6 negativno korelira s histološkim promjerom tumora. 
Niti jedan drugi analizirani parametar ne korelira sa stupnjem izraženosti proteina BMP6. 
Jednako tako, izraženost BMP6 nije povezana s pojavom recidiva bolesti (tablica 5a) niti 
preživljenjem (slika 13). Povezanost izraženosti BMP6 u odnosu na tip recidiva prikazana je 
u tablici 5b.  
Pokazatelji  Skupine  
BMP 6 
P vrijednost negativna 
reakcija 
umjereno 
izražen 
snažno 
izražen 
najveći promjer 
tumora (P)  
≤ 2,1 cm  6 36 21 
0,035 
> 2,1 cm  5 43 9 
resekcijski rub  
negativan  10 76 30 
0,571 
pozitivan  1 3 0 
periost  
negativan  5 19 11 
0,209a 
pozitivan  0 18 3 
kost  
negativna  5 26 12 
0.480a 
pozitivna  0 11 2 
stupanj zrelosti 
> 75%  4 39 11 
0,381 25-75%  5 38 16 
< 25%  2 2 3 
perineuralna i 
perivaskularna 
invazija  
 
 
negativna  8 39 15 
0,837 
pozitivna  3 40 15 
regionalne 
metastaze  
nema  8 45 18 
1,00 
ima  3 34 12 
broj zahvaćenih 
čvorova 
≤ 3 2 25 7 
0,473b,c 
>3 1 9 5 
najniže zahvaćeno 
područje  
≤ 3 3 25 8 
0,708c,d 
   >3 0 9 4 
čahura čvora  
očuvana  1 11 4 
1,00c 
probijena  2 23 8 
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Tablica 5a. Povezanost imunohistokemijskog indeksa bojanja BMP6 s pojavom recidiva 
bolesti. 
 
 
 
 
Slika 13. Krivulje preživljenja bolesnika prema izraženosti BMP6. Negativna (plavo), 
umjereno izražena (crveno) i snažno izražena (zeleno) reakcija. Ucrtane su granice 95%-tne 
pouzdanosti, a cenzurirani podatci su označeni okomitim crticama na krivulji preživljenja. 
Usporedbom skupina nije pronađena statistički značajna razlika (P=0,793). 
 
 
 
 
 
Pokazatelj Skupine 
Recidiv  
N (%) 
 
              Ne                            Da 
 
BMP6 
negativna reakcija  7 (10,6) 4 (7,4) 
umjereno izražen 42 (63,6) 37 (68,5) 
snažno izražen 17 (25,8) 13 (24,1) 
P vrijednost 
  
0,789 
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Tablica 5b. Povezanost imunohistokemijskog indeksa bojanja BMP6 u odnosu na tip recidiva. 
 
 
* u periodu praćenja niti jedan bolesnik nije razvio izolirane udaljene metastaze  
 
U tablicama 6a i 6b prikazana je povezanost pokazatelja istraživanja prema opsegu 
kirurškog liječenja.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pokazatelj Skupine 
Tip recidiva * 
N (%) 
 
       Lokalni  recidiv           Regionalne metastaze 
 
BMP6 
negativna reakcija  1 3 
umjereno izražen 3 34 
snažno izražen 1 12 
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Tablica 6a. Povezanost pokazatelja istraživanja prema opsegu kirurškog liječenja. 
Pokazatelji  Skupine 
Vrsta operacije N (%) 
P vrijednost  
"Commando"  
Intraoralna 
ekscizija  
  Podatci o bolesniku 
dob  
≤ 59 god.  23 (56,1) 40 (50,6) 
0,707 
> 59 god.  18 (43,9) 39 (49,4) 
spol  
muškarci  36 (87,8) 63 (79,7) 
0,396 
žene  5 (12,2) 16 (20,3) 
Klinički podatci o bolesti  
lokalizacija 
tumora  
 sublingvalno  11 (26,8) 45 (57,0) 
< 0,001 
jezik  15 (36,6) 23 (29,1) 
 retromolarno  13 (31,7) 2 (2,5) 
gingiva  
mandibule  
2 (4,9) 9 (11,4) 
najveći promjer 
tumora  
≤ 2,9 cm  8 (19,5) 52 (65,8) 
< 0,001 
> 2,9 cm  33 (80,5) 27 (34,2) 
Histološki podatci – makroskopski i histologija tumora  
najveći promjer 
tumora  
≤ 2,1 cm  14 (34,1) 49 (62,0) 
0,007 
> 2,1 cm  27 (65,9) 30 (38,0) 
resekcijski rub  
negativan  39 (95,1) 77 (97,5) 
0,886 
pozitivan  2 (4,9) 2 (2,5) 
periost  
negativan  15 (55,6) 20 (69,0) 
0,448a 
pozitivan  12 (44,4) 9 (31,0) 
kost  
negativna  18 (66,7) 25 (86,2) 
0,157a 
pozitivna  9 (33,3) 4 (13,8) 
stupanj zrelosti  
> 75%  20 (48,8) 34 (43,0) 
0,489 25-75%  20 (48,8) 39 (49,4) 
< 25%  1 (2,4) 6 (7,6) 
perineuralna i 
perivaskularna 
invazija  
negativna  18 (43,9) 44 (55,7) 
0,301 
pozitivna  23 (56,1) 35 (44,3) 
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Tablica 6b. Povezanost pokazatelja istraživanja prema opsegu kirurškog liječenja. 
 
 
a Od ukupnog broja reseciranih mandibula (N=56)  
b Uspoređeno do tri zahvaćena čvora s četiri i više njih  
c Od ukupno pozitivnih disektata (N=49) 
d Intraoralna ekscizija ili operacija commando 
e Redisekcija vrata zbog regionalnog recidiva nakon operacije commando ili kurativna disekcija vrata 
zbog razvoja metastaza u limfnim čvorovima u periodu praćenja nakon intraoralne ekscizije 
 
 
U ovisnosti o podlokalizaciji tumora, operacijom "commando" podjednako često su 
operirani karcinomi jezika, sublingvalni i retromolarni tumori, dok su intraoralnom 
ekscizijom predominantno operirani sublingvalni tumori (P<0,001). 
S obzirom na veličinu tumora, operacijom "commando" pretežno su operirani 
karcinomi kliničkog i histološkog promjera većeg od 2,9 cm odnosno 2,1 cm (80,5% i  
65,9%), dok su intraoralnom ekscizijom češće operirani karcinomi manji od 2,9 cm odnosno 
Pokazatelji Skupine 
Vrsta operacije N (%) 
P vrijednost 
"Commando"  
Intraoralna 
ekscizija  
Histološki podatci – disektat vrata  
regionalne 
metastaze  
nema 22 (53,7) 49 (62,0) 
0,491 
ima 19 (46,3) 30 (38,0) 
broj zahvaćenih 
limfnih čvorova  
≤ 3 16 (84,2) 18 (60,0) 
0,141b 
> 3 3 (15,8) 12 (40,0) 
najniža 
zahvaćena regija  
≤ 3 15 (78,9) 21 (70,0) 
0,720 
> 3 4 (21,1) 9 (30,0) 
čahura čvora  
očuvana 11 (57,9) 5 (16,7) 
0,007c 
probijena 8 (42,1) 25 (83,3) 
 Podatci o liječenju   
resekcija 
mandibule  
Ne                           ne 14 (34,1) 50 (63,3) 
< 0,001 marginalna 10 (24,4) 27 (34,2) 
segmentalna 17 (41,5) 2 (2,5) 
radioterapija  
ne 15 (36,6) 52 (65,8) 
< 0,001 nakon 1. op.d 21 (51,2) 0 (0,0) 
nakon 2. op.e 5 (12,2) 27 (34,2) 
Podatci o praćenju   
lokalni recidiv  
ne 37 (90,2) 78 (98,7) 
0,084 
da 4 (9,8) 1 (1,3) 
regionalne 
metastaze 
ne 22 (53,7) 49 (62,0) 
0,491 
da 19 (46,3) 30 (38,0) 
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2,1 cm (65,8% i 62,0%) (P<0,001 za oboje). U ovisnosti o vrsti operacije nije nađena 
statistički značajna razlika u zahvaćenosti resekcijskog ruba, periosta i kosti tumorom 
(P=0,886, P=0,448 i P=0,157, redom). Iako nema statistički značajne razlike u broju 
zahvaćenih limfnih čvorova (P=0,141) i najnižeg zahvaćenog područja (P=0,720) između 
elektivnih i kurativnih disekcija, vidljivo je da su kod kurativnih disekcija češće zahvaćena 
četiri i više limfnih čvorova, u odnosu na elektivni disektat (40% u odnosu na 15,8%).  
Od 41 bolesnika koji su podvrgnuti operaciji "commando", histološki negativne limfne 
čvorove imalo je 22 (53,7%) bolesnika dok ih je 19 (46,3%) imalo okultne metastaze vrata. 
Od 79 bolesnika koji su liječeni intraoralnom ekscizijom pojavu metastaza u limfnim 
čvorovima vrata tijekom praćenja razvilo je 30 (38,0%) bolesnika. U disektatima je prosječno 
pregledano 29 (u rasponu 10-75) limfnih čvorova, dok su u pozitivnim disektatima prosječno 
bile 3,4 regionalne metastaze (u rasponu 1-13). Preživljenje bolesnika sa i bez pojave 
regionalnih metastaza prikazano je na slici 14. 
 
 
Slika 14. Krivulje preživljenja bolesnika bez pojave regionalnih metastaza (plavo, N=71) i s 
pojavom regionalnih metastaza (crveno, N=49) tijekom praćenja. Petogodišnje preživljenje 
bolesnika bez pojave metastaza iznosi 88,9±4,0%, a u bolesnika s pojavom metastaza 
68,2±7,4%. Usporedbom skupina pronađena je statistički značajna razlika (P=0,025). 
Cenzurirani podatci označeni su okomitim crticama. 
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Jednako tako, vidljivo je da su kod elektivnih disekcija češće zahvaćeni limfni čvorovi 
vrata do područja 3 (78,9 prema 70%), dok su područja 4 i/ili 5 češće zahvaćena kod 
kurativnih disekcija (30% prema 21,1 %). Čahura čvora znatno je češće probijena kod 
kurativnih naspram elektivnih disekcija vrata (P=0,007).  
Segmentalna resekcija mandibule statistička je značajno češća kod operacije 
"commando" (P<0,001). Poslijeoperacijski, zračenje je češće primijenjivano nakon operacije 
"commando" (51,2% prema 0%) dok je 34,2% bolesnika operiranih intraoralnom ekscizijom 
podvrgnuto radioterapiji, svi nakon kurativne disekcije vrata zbog pojave metastaza u 
regionalnim limfnim čvorovima u periodu praćenja (P<0,001). 
Nije bilo statistički značajne razlike u pojavi lokalnog recidiva i regionalnih metastaza 
između dvije vrste operacija (P=0,084, P=0,491, redom). 
U tablici 7 prikazana je povezanost pokazatelja istraživanja prema pojavi regionalnih 
metastaza. 
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Tablica 7. Povezanost pokazatelja istraživanja s pojavom regionalnih metastaza.  
Pokazatelji  Skupine  
Regionalne metastaze N (%) 
P vrijednost 
Ne Da 
  Klinički podatci 
dob  
≤ 59 35 (49,3) 28 (57,1) 
0,397 
> 59 36 (50,7) 21 (42,9) 
spol  
muškarci 58 (81,7) 41 (83,7) 
0,778 
žene 13 (18,3) 8 (16,3) 
lokalizacija 
tumora  
sublingvalno  35 (49,3) 21 (42,9)  
0,231a 
0,520a 
 
0,231a 
jezik  19 (26,8) 19 (38,8) 
retromolarno  8 (11,3) 7 (14,3) 
  gingiva  
  mandibule  
9 (12,7) 2 (4,1) 
najveći promjer 
tumora (K)  
   ≤ 2,9 cm  38 (53,5) 22 (44,9) 
0,353 
> 2,9 cm  33 (46,5) 27 (55,1) 
  Histološki podatci 
najveći promjer 
tumora (P) 
   ≤ 2,1 cm  39 (54,9) 24 (49,0) 
0,521 
> 2,1 cm  32 (45,1) 25 (51,0) 
dubina invazije 
   ≤ 0,8 cm  42 (59,2) 22 (44,9) 
0,124 
> 0,8 cm  29 (40,8) 27 (55,1) 
resekcijski rub  
negativan  68 (95,8) 48 (98,0) 
0,500 
pozitivan  3 (4,2) 1 (2,0) 
periost  
negativan  20 (60,6) 15 (65,2) 
0,725b 
pozitivan  13 (39,4) 8 (34,8) 
kost  
negativna  23 (69,7) 20 (87,0) 
0,122b 
pozitivna  10 (30,3) 3 (13,0) 
stupanj zrelosti  
> 75%  37 (52,1) 17 (34,7)  
0,061a 
0,549a 
25-75%  30 (42,3) 29 (59,2) 
< 25%  4 (5,6) 3 (6,1) 
perineuralna i 
perivaskularna 
invazija 
negativna  38 (53,5) 24 (49,0) 
0,625 
pozitivna  33 (46,5) 25 (51,0) 
  Podatci o liječenju  
resekcija 
mandibule  
ne  38 (53,5) 26 (53,0)  
0,783a 
0,602a 
marginalna  23 (32,4) 14 (28,6) 
segmentalna  10 (14,1) 9 (18,4) 
 
a  Usporedba s prvom skupinom bolesnika 
b Od ukupnog broja reseciranih mandibula (N=56). 
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Omjer bolesnika mlađih i starijih od 59 godina kao i raspodjela po spolu podjednaki su 
u bolesnika sa i bez regionalnih metastaza, što upućuje da pojava regionalnih metastaza ne 
ovisi o dobi (P=0,397) i spolu bolesnika (P=0,778). 
Neke kliničke karakteristike tumora, kao što su podlokalizacija tumora unutar usne 
šupljine i najveći promjer tumora podjednake su u bolesnika sa i bez regionalnih metastaza.  
Histološki čimbenici kao što su najveći promjer tumora, dubina invazije, histološki 
status ruba resekcije, zahvaćenost periosta i kosti tumorom, stupanj zrelosti tumora te 
perineuralna i perivaskularna invazija nisu povezani s pojavom regionalnih metastaza. 
Resekcija mandibule nema utjecaj na pojavu regionalnih metastaza. 
Podatci o pojedinačnom utjecaju pokazatelja iz istraživanja na ukupno preživljenje 
bolesnika prikazani su u tablici 8a i 8b. Podatci su prikazani vrijednostima prosječnog 
petogodišnjeg preživljenja bolesnika za svaki pokazatelj posebno. 
 
Tablica 8a. Podatci o prosječnom petogodišnjem preživljenju prema skupinama pokazatelja u 
istraživanju.  
Pokazatelji  Skupine  N 
Ukupno preživljenjea 
PP±SE(PP) % P vrijednost 
Podatci o bolesniku  
dob  
≤ 59 god.  63 79,8 ± 5,9 
0,710 
> 59 god.  57 79,5 ± 5,9 
spol  
muškarci  99 81,7 ± 4,4 
0,373 
žene  21 70,0 ± 11,8 
  Klinički podatci o bolesti   
 lokalizacija tumora  
sublingvalno  56 76,2 ± 6,4 
0,636 
jezik  38 80,9 ± 7,2 
retromolarno  15 92,3 ± 7,4 
gingiva  
mandibule  
11 75,8 ± 15,6 
najveći promjer tumora 
(K) 
≤ 2,9 cm  60 82,6 ± 5,8 
0,455 
> 2,9 cm  60 77,1 ± 5,9 
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Tablica 8b. Podatci o prosječnom petogodišnjem preživljenju prema skupinama pokazatelja u 
istraživanju. 
 
 
a Statistički podatci o preživljenju prikazani su kao PP±SE(PP), proporcijom (%) bolesnika 
koji prežive petogodišnje praćenje s vrijednošću standardne pogreške proporcije, te razinom 
značajnosti P 
b Iskazano na N=56 (bolesnici koji su podvrgnuti resekciji mandibule) 
 c Iskazano na N=49 (bolesnici s regionalnim metastazama).  
d Uspoređena zahvaćenost do tri limfna čvora s najmanje četiri limfna čvora 
e Uspoređena zahvaćenost vrata do područja 3 s područjima 4 i/ili 5 
 
Pokazatelji 
 
Skupine N 
Ukupno preživljenjea 
PP±SE(PP) % P vrijednost 
Histološki podatci – makroskopski i histologija tumora  
najveći promjer tumora  
(P)  
≤  2,1 cm  63 81,8 ± 5,3 
0,570 
>  2,1 cm  57 76,9 ± 6,7 
resekcijski rub  
negativan  116 82,0 ± 4,1 
< 0,001 
pozitivan  4 0 ± 0 
dubina invazije 
≤ 0,8 cm 64 82,3 ± 5,2 
0,479 
> 0,8 cm  56 76,2 ± 6,9 
periost  
negativan  35 79,0 ± 7,8 
0,474b 
pozitivan  21 63,3 ± 13,6 
kost  
negativna  43 75,4 ± 7,7 
0,789b 
pozitivna  13 68,2 ± 15,8 
stupanj zrelosti  
> 75%  54 89,4 ± 4,5 
0,035 25-75%  59 68,5 ± 7,0 
< 25%  7 - 
perineuralna i  
perivaskularna invazija 
negativna  62 85,0 ± 5,0 
0,253 
pozitivna  58 73,7 ± 6,7 
Histološki podatci – imunohistokemija tumora 
BMP6  
negativan  11 90,9 ± 8,7 
0,793 umjeren  79 78,9 ± 5,1 
izražen  30 78,4 ± 8,8 
Histološki podatci – disektat vrata 
regionalne metastaze  
nema  71 88,9 ± 4,0 
0,025 
ima  49 68,2 ± 7,4 
broj zahvaćenih                    
čvorova 
≤ 3 34 77,9 ± 8,0 
0,023c,d 
> 3 15 46,6 ± 14,4 
najniže zahvaćeno     
područje 
≤ 3 36 83,2 ± 7,0 
< 0,001c,e 
   > 3 13 28,1 ± 13,7 
čahura čvora  
očuvana  16 90,9 ± 8,7 
0,036c 
probijena  33 58,1 ± 9,5 
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Iz podataka u tablica 8a i 8b vidljivo je da preživljenje bolesnika ne ovisi o dobi 
(P=0,710) i spolu (P=0,373), lokalizaciji tumora (P=0,636), niti o vrijednosti klinički 
određenog najvećeg promjera tumora (P=0,455). Jednako tako, preživljenje ne ovisi o 
histološkom promjeru tumora (P=0,570), dubini invazije (0,479), o zahvaćenosti periosta 
(P=0,474) i kosti tumorom (P=0,789), niti o perineuralnoj i perivaskularnoj invaziji 
(P=0,253). Statistički značajno  kraće preživljenje imaju bolesnici s pozitivnim rubom nakon 
resekcije primarnog tumora (P<0,001) te bolesnici s umjereno/slabo diferenciranim 
karcinomima (P=0,035). Niže stope preživljenje potvrđene su u bolesnika s regionalnim 
metastazama (P=0,025), s više od tri pozitivna limfna čvora (P=0,023), pozitivnim 
područjima vrata 4 i/ili 5 (P<0,001) i u bolesnika s nalazom proboja čahure limfnog čvora 
(P=0,036). 
U tablici 9a i 9b prikazani su rezultati Cox-multivarijatnog testa regresije. Tim je 
postupkom obrade podataka uspoređeno preživljenje bolesnika istodobno sa svih šest 
pokazatelja kojima je dokazana izravna univarijatna povezanost s preživljenjem (tablica 8a i 
8b) Od pokazatelja koji su se pokazali statistički značajni i međusobno nezavisni su: 
resekcijski rub (OR=17,16; P<0,001), stupanj diferenciranosti (OR=3,46; P=0,017) i 
zahvaćenost područja vrata 4 i/ili 5 (OR=6,13; P=0,002). Krivulje preživljenja bolesnika 
prema pokazateljima iz tablice 8a i 8b su na slikama 15-19. 
 
 
Tablica 9a. Cox-test regresije s pokazateljima iz tablica 8a i 8b koji su značajno povezani s 
ukupnim preživljenjem bolesnika.  
 
Pokazatelji Skupine N 
Ukupno preživljenje statistikaa 
β ± SE(β) P OR (95% GP) 
Histološki podatci – disektat vrata 
resekcijski rub 
negativan 116  
2,84 ± 0,68 
 
<0,001 
 
17,16 (4,53 - 64,97) pozitivan 4 
stupanj zrelosti 
> 75% 54  
1,24 ± 0,52 
 
 
0,017 
0,964 
 
3,46 (1,26 - 9,52) 
b 
25-75% 59 
< 25% 7 
regionalne 
metastaze 
nema 71  
0,85 ± 0,48 
 
0,076 
 
2,33 (0,92 - 5,93) ima 49 
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Tablica 9b. Cox-test regresije s pokazateljima iz tablica 8a i 8b koji su značajno povezani s 
ukupnim preživljenjem bolesnika.  
 
Pokazatelji Skupine N 
Ukupno preživljenje statistikaa,c 
β ± SE(β) P OR (95% GP) 
Histološki podatci – disektat vrata 
čahura čvora 
očuvana 16 
1,60 ± 1,07 
 
0,133 
 
4,97 (0,62 - 39,76) probijena 33 
broj zahvaćenih 
čvorova 
≤  3 34 
0,86 ± 0,57 
 
   0,133 
 
2,36 (0,77 - 7,21) >  3 15 
najniže zahvaćeno 
područje 
≤  3 36 
1,81 ± 0,57 
 
   0,002 
 
6,13 (2,0 - 18,79) >  3 13 
 
a Statistički podatci prikazani su vrijednostima regresijskih koeficijenata β i njihovom 
standardnom pogreškom SE(β), razinom značajnosti P, te vrijednostima omjera izgleda OR s 
granicama 95%-tne pouzdanosti (95% GP) 
b Nije izračunato zbog velike standardne pogreške 
cIskazano na 49 bolesnika s regionalnim metastazama 
 
 
 
Slika 15. Krivulje preživljenja bolesnika prema statusu resekcijskog ruba: uredni rubovi 
(plavo) i rubovi zahvaćeni tumorom (crveno). Cenzurirani podatci označeni su okomitim 
crticama. 
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Slika 16. Krivulje preživljenja bolesnika prema stupnju zrelosti tumorskih stanica: dobro 
(plavo), umjereno (zeleno) i slabo (crveno) diferencirani tumori. Cenzurirani podatci označeni 
su okomitim crticama. 
 
 
Slika 17. Krivulje preživljenja bolesnika prema statusu čahure limfnog čvora: čahura očuvana 
(plavo) i probijena (crveno). Cenzurirani podatci označeni su okomitim crticama. 
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Slika 18. Krivulje preživljenja bolesnika prema broju zahvaćenih limfnih čvorova: do 3 
zahvaćena limfna čvora (plavo) i više od četiri zahvaćena limfna čvora (crveno). Cenzurirani 
podatci označeni su okomitim crticama. 
 
 
Slika 19. Krivulje preživljenja bolesnika prema najnižem zahvaćenom području vrata: 
zahvaćenost vrata do područja 3 (plavo) i zahvaćenost područja 4 i/ili 5 (crveno). Cenzurirani 
podatci označeni su okomitim crticama. 
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6. RASPRAVA 
Brojnim su istraživanjima analizirani različiti čimbenici koji bi mogli ukazati na metastatski 
potencijal karcinoma usne šupljine (podlokalizacija tumora unutar usne šupljine, veličina 
tumora, stupanj diferencijacije, dubina invazije, volumen tumora, način invazije, 
dezmoplazija, perineuralna i perivaskularna invazija, itd.) (140, 142, 144, 154, 155). Unatoč 
ovim istraživanjima, još uvijek ne postoji dovoljno pouzdana metoda ranog otkrivanja 
regionalne bolesti. Zbog toga, pitanje vezano uz praćenje i promatranje bolesnika bez klinički 
manifestnih metastaza u limfnim čvorovima u odnosu na elektivnu disekciju vrata ostaje i 
dalje otvoreno. Status limfnih čvorova najvažniji je prognostički čimbenik u karcinomu usne 
šupljine; prisutnost regionalnih metastaza smanjuje preživljenje bolesnika za približno 50% 
(150).  
Ideja za ovo istraživanje temelji se na nedavno objavljenim rezultatima Kejner i sur., 
koji su pokazali povezanost jačeg stupnja izraženosti BMP6 i zahvaćenosti kosti u bolesnika s 
karcinomom usne šupljine (248). Slično, Raida i sur. su dokazali negativan utjecaj pojačane 
izraženost BMP6 u odnosu na preživljenje oboljelih od planocelularnog karcinoma jednjaka 
(249). S obzirom na to da je invazija kosti osobitost biološki agresivnijih tumora, pretpostavili 
smo da je pojačana izraženost BMP6 u karcinomu usne šupljine mogući prognostički 
čimbenik za pojavu regionalnih metastaza i lošiji ishod bolesti, odnosno - kraće preživljenje. 
U studiju smo uključili i analizu poznatih prognostičkih čimbenika (kliničkih i histoloških) 
kako bismo odredili statistički nezavisne prognostičke čimbenike, u odnosu na pojavu 
regionalnih metastaza te preživljenje bolesnika. 
 
6.1. Povezanost BMP6 s kliničkim i histološkim čimbenicima, pojavom recidiva bolesti i 
preživljenjem bolesnika 
BMP6 je bio prisutan u 90,8% tkiva karcinoma usne šupljine. Ovaj je postotak pozitivnih 
uzoraka u skladu s navodima iz literature (248, 249). Bolesnici s tumorima čiji je histološki 
promjer bio manji od 2,1 cm imali su statistički značajno (p=0,035) češće snažno izražen 
BMP6. Stupanj izraženost BMP6 nije bio povezan drugim kliničkim (dob, spol, 
podlokalizacija, najveći promjer tumora) ili histološkim čimbenicima (status resekcijskog 
ruba, zahvaćenost periosta/kosti tumorom, stupanj zrelosti tumora, 
perineuralna/perivaskularna invazija, prisutnost regionalnih metastaza, broj zahvaćenih 
limfnih čvorova, najniže zahvaćeno područje, proboj čahure limfnog čvora).  
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U jedinoj objavljenoj studiji kojom je analizirana prognostička vrijednost BMP6 u 
intraoralnom karcinomu, pokazano je da njegova pojačana izraženost korelira s invazijom u 
kost, neovisno o stadiju T (248). Naime, u tumorima T2-stadija koji invadiraju u kost, postoji 
pojačana izraženost BMP6 u odnosu na neinvadirajuće tumore višeg T-stadija. Na temelju 
navednog, autori su zaključili da je pojačana izraženost BMP6 pokazatelj sklonosti tumora da 
invadira u kost. S druge strane autori nisu dokazali povezanost između izraženost BMP6 i 
drugih analiziranih kliničkih i histoloških čimbenika (dob, rasa, perineuralna invazija, status 
resekcijskog ruba). Slični su rezultati dobiveni i ovom doktorskom radnjom. Zanimljivo je da 
su ranije navedeni autori (248) potvrdili da pojačana izraženost BMP6 korelira s povećanom 
izraženošću EGFR. Potonja molekula pojačano je ispoljena u 90% karcinoma glave i vrata. 
Njegovo ispoljavanje povezano je s lošom prognozom, smanjenim odgovorom na zračenje te 
visokim stopama recidiva nakon primjene primarne radioterapije (255).  
Pretkliničkim je studijama, na linijama stanica podrijetlom od planocelularnog 
karcinoma, potvrđeno da inhibiranje signalnog puta EGFR doprinosi povećanju osjetljivosti 
stanica na zračenje (264-266). Dugogodišnja istraživanja ovog fenomena dovela su do sinteze 
cetuksimaba, kimeričnog monoklonskog protutijela IgG1, koje se na EGFR veže afinitetom 
koji je 5-10 puta snažniji od onoga za endogene ligande. Vezanje cetuksimaba inhibira 
funkciju receptora čime se dokida prijenos signala u unutrašnjost stanice (260). Ovi događaji 
povećavaju osjetljivost stanica tumora na zračenje. Primjena cetuksimaba u oboljelih koji se 
podvrgavaju zračenju značajno poboljšava ukupno preživljenje u usporedbi sa samostalnim 
liječenjem zračenjem (260). 
Prema rezultatima ovog istraživanja, izraženost BMP6 nije povezana niti s pojavom 
recidiva, niti s preživljenjem. Ovi su rezultati sukladni navodu iz literature (248). U 
suprotnosti s ovim rezultatima su rezultati dobiveni praćenjem oboljelih od planocelularnog 
karcinoma jednjaka. U ovih je bolesnika pojačana izraženost BMP6  bila povezana sa slabije 
diferenciranim tumorima i kraćim preživljenjem (249). Međutim, u multivarijatnom su 
modelu samo vrijednosti pT i pN dokazane kao nezavisni čimbenici preživljenja. 
 
6.2. Dob, spol i preživljenje oboljelih od karcinoma usne šupljine 
Prema rezultatima ovog istraživanja, omjer muškaraca prema ženama je 4,7:1, a prosječna 
dob bolesnika 59 godina, što je sukladno navodima iz literature (5-8). 
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Prosječno petogodišnje preživljenje bolesnika uključenih u ovo istraživanje bilo je 
79%, što je također u skladu s navodima literature. Ukupno preživljenje bolesnika s 
karcinomom usne šupljine za sve stadije bolesti u SAD-u iznosi 62% (2). 
Prema rezultatima ovog istraživanja dob i spol nisu povezani s pojavom regionalnih 
metastaza, i nisu povezani s ukupnim preživljenjem bolesnika. Slično, većina istraživanja koja 
se bave početnim intraoralnim karcinomom nije identificirala utjecaj dobi i spola na pojavu 
metastaza i ukupno preživljenje (141, 142, 144). 
 
6.3. Kliničko značenje podlokalizacije tumora 
U ovom se istraživanju podlokalizacija tumora nije pokazala statistički značajnim parametrom  
za pojavu regionalnih metastaza. Nije se pokazala niti statistički značajnim parametrom za 
ukupno preživljenje bolesnika. S druge strane, iako statistički neznačajno (p=0,231), 19 od 38 
bolesnika (50%) s karcinomom jezika je razvilo regionalne metastaze. Ovo je veći udio, u 
usporedbi s drugim sijelima unutar usne šupljine (retromolarno područje: 46,7%; sublingvalno 
područje: 37,5%, gingiva mandibule: 18,2%) i u skladu je s navodima u literaturi (267, 268). 
Karcinom oralnog dijela jezika se smatra podlokalizacijom koja je povezana s 
najlošijom prognozom zbog češće pojave regionalne metastatske bolesti u usporedbi s 
karcinomom drugih područja usne šupljine (269, 270). Mogući uzrok navednog su bogati 
limfni putevi oralnog dijela jezika koji su karakterizirani prelaskom središnje linije te 
izravnom drenažom u niža područja vrata zbog čega češće nastaju obostrane i ''preskačuće'' 
metastaze (137). Međutim, rezultati ove studije nisu potvrdili povezanost podlokalizacije i 
preživljenja u oboljelih od planocelularnog karcinoma usne šupljine. Iako rijetki, postoje i 
navodi u literaturi koji potvrđuju ovaj rezultat (31, 32). 
 
6.4. Kliničko značenje dubine invazije i debljine tumora  
Prema razultatima ovog istraživanja, dubina invazije nije povezana niti s pojavom regionalnih 
metastaza, niti s preživljenjem. Iako bolesnici s dubinom invazije većom od 0,8 cm (N=56) 
imaju više stope regionalne metastatske bolesti (55,1% prema 44,9%) i kraće preživljenje 
(76,2% prema 82,3%), razlika nije statistički značajna. Slično drugih čimbenicima prognoze 
karcinoma usne šupljine, dubina invazije je u nekim studijama pokazana kao čimbenik 
(nepovoljne) prognoze bolesti (141, 142). Postoje i studije kojima ovaj parametar nije 
pokazan kao prognostički čimbenik (143, 144). Jasno je da porastom dubine invazije/debljine 
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tumora raste rizik od nastanka okultne bolesti vrata. Usprkos tome, nije jasno koja bi granična 
vrijednost dubine invazije razlučila visokorizične i niskorizične bolesnike u odnosu na pojavu 
regionalnih metastaza.  
Većinom studija je pokazano da granična vrijednost povećanog metastatskog 
potencijala iznosi 4 mm (141, 142). Postoje, međutim, i radovi kojima je zabilježena pojava 
metastaza na vratu i u „plitkih“ tumora (1,2 mm - 3,9 mm) (143, 271). Na temelju ovog 
podatka, neki istraživači smatraju da je najvažniji događaj u metastaziranju karcinoma usne 
šupljine infiltracija mišićnog sloja (141, 272). Sukladno ovome, utjecaj egzofitičnog rasta 
tumora smatraju manje važnim u procjeni metastatskog potencijala karcinoma. 
 
6.5. Kliničko značenje zahvaćenosti periosta i kosti tumorom 
Prema rezultatima ovoga istraživanja, zahvaćenost periosta i kosti tumorom nije povezana s 
pojavom regionalnih metastaza, niti s ukupnim preživljenjem bolesnika. Prognostička 
vrijednost zahvaćenosti mandibule tumorom je i dalje upitna. Iako je klasificiranje tumora 
koji zahvaćaju kost u viši stadij „T“ opravdana zbog toga što se, u pravilu, radi o biološki 
agresivnijoj bolesti, čini se da zahvaćenost mekih česti u odnosu na prodor u kost, ima veći 
utjecaj na preživljenje (273). Ash i sur. su pokazali da prisutnost invazije u kost nije statistički 
značajan čimbenik u odnosu na recidiv bolesti i kraće preživljenje (274). S druge strane, 
postoje podatci koji ukazuju na invaziju koštane srži kao nezavisni čimbenik, povezan s nižim 
stopama preživljenja te višim stopama udaljenih metastaza, a bez utjecaja na lokoregionalni 
status (275). Također, način na koji tumor prodire u kost također utječe na preživljenje. 
Infiltrativan način invazije u donju čeljusti povezan je s kraćim preživljenjem u usporedbi s 
erozivnim načinom infiltracije u kost (276). 
 
6.6. Klinički značaj statusa ruba resekcije 
Prema rezultatima ovoga istraživanja, bolesnici s pozitivnim rubom resekcije imaju statistički 
značajno kraće preživljenje u odnosu na bolesnike s rubom bez tumora. S druge strane, dok 
status ruba resekcije ne utječe na pojavu regionalnih metastaza, sva četiri bolesnika s 
pozitivnim rubom resekcije (Tablica 8b) umrla su od osnovne bolesti. Uz stupanj zrelosti 
tumora, rub resekcije je jedini čimbenik vezan uz primarni tumor koji je identificiran kao 
statistički značajan i neovisan čimbenik preživljenja, u multivarijatnoj analizi (Tablica 9a, 
p=<0,001). 
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Neki autori navode značaj statusa ruba resekcije na duljinu preživljenja (277-279). S 
druge strane, postoje i suprotna stajališta: pozitivan rub resekcije i ''bliski rub'' (rub 
nezahvaćen tumorom, pod uvjetom da je udaljenost tumora od ruba ≤ 4mm) ne utječu na 
pojavu recidiva i preživljenje (32, 280, 281). 
 
6.7. Klinički značaj stupnja zrelosti tumora 
Naši rezultati ne pokazuju povezanost stupnja zrelosti tumora s pojavom regionalnih 
metastaza. Iako su bolesnici s umjereno diferenciranim tumorima (N=59) imali češće 
regionalne metastaze u usporedbi s oboljelim od dobro diferenciranih karcinoma (N=54), 
razlika nije bila statistički značajna (P=0,061). Naprotiv, Kurokawa i sur. analizom podataka 
koje su dobili na 50 oboljelih od karcinoma jezika pokazali da umjereno zreli tumori češće 
metastaziraju te su, zbog toga, indikacija za elektivnu disekciju vrata (154).  
Prema rezultatima ovog istraživanja, stupanj zrelosti tumora povezan je s ishodom 
bolesti na način da umjereno diferencirani tumori pokazuju statistički značajno kraće 
preživljenje (P=0,035) u odnosu na tumore niskog gradusa. Ovaj čimbenik zadržao je 
značajan utjecaj na preživljenje i u multivarijatnoj analizi (P=0,017). Korištenjem sličnog 
statističkog modela, Sparano i sur. potvrdili su povećan rizik nastanka okultnih metastaza u 
bolesnika sa slabo diferenciranim tumorima. Dodatni čimbenici rizika bili su: a) perineuralna 
invazija; b) povećana debljina tumora; c) infiltrativni tip invazije tumora; d) T2-stadij (155). 
Slično je pokazano i retrospektivnom studijom na 233 bolesnika, korištenjem Cox-
regresijskog modela (32). 
 
6.8. Klinički značaj perineuralne i perivaskularne invazije 
Rezultatima ovog istraživanja ne mogu se povezati perineuralna i perivaskularna invazija s 
pojavom regionalnih metastaza i preživljenjem bolesnika. Naši su rezultati u suprotnosti s 
rezultatima brojnih studija kojima je pokazana statistički značajna povezanost perineuralne 
invazije s većom učestalošću regionalnih metastaza i kraćim preživljenjem, u bolesnika s 
karcinomom usne šupljine (164, 165). U nekim su studijama autori zabilježili duže 
preživljenje u bolesnika s perineuralnom invazijom, koji su bili podvrgnuti elektivnoj 
disekciji vrata (166, 167). S druge strane, postoji i studija kojom nije potvrđen negativni 
utjecaj perineuralne invazije na lokalnu kontrolu bolesti i preživljenje bolesnika (282).  
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6.9. Klinički značaj statusa limfnih čvorova vrata 
Rezultati našeg istraživanja pokazuju da bolesnici s više od tri pozitivna limfna čvora u vratu, 
s pozitivnim područjima vrata 4 i/ili 5 te probojem čahure limfnog čvora imaju statistički 
značajno kraće preživljenje. Ovo je sukladno rezultatima iz literature. Za sada je jedino 
zahvaćenost područja 4 i/ili 5 pokazana kao nazavisni čimbenik za preživljenje, u 
multivarijatnom modelu. Ovo je pokazano i retrospektivnom studijom, na 513 bolesnika 
(283). Slični rezultati dobiveni su još jednom studijom, kojom je pokazano da zahvaćenost 
limfnih čvorova stražnjeg trokuta vrata ima loš prognostički značaj u odnosu na preživljenje 
(284). Xing i sur. su u retrospektivnoj studiji na 14499 bolesnika s planocelularnim 
karcinomom glave i vrata su pokazali da je razina zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova 
važan prognostički čimbenik preživljenja koji bi trebalo uvrstiti u postojeću klasifikaciju 
TNM (100). 
6.9.1. Klinički značaj proboja čahure limfnog čvora 
Naši rezultati pokazuju da ekstrakapsularni proboj dodatno skraćuje preživljenje (Uspoređeni 
su bolesnici u kojih je dokazan ektrakapsularan proboj, s bolesnicima u kojh su limfni čvorovi 
bili negativni, odnosno, pozitivni - ali bez proboja kapsule). Ovaj je rezultat u u skladu s 
navodima iz literature (152, 153, 285). Zbog negativnog utjecaja ekstrakapsularnog proboja 
na preživljenje, neki autori predlažu uvrštavanje ovog parametra u u postojeću klasifikaciju 
pTNM (285, 286). Nadalje, neki autori identificirali su mjerljivu razinu proboja mimo čahure 
limfnog čvora od 1,7 mm koja je povezana s kraćim preživljenjem (286).  
Ekstrakapsularno širenje nije rijedak događaj u početnom karcinomu usne šupljine, što 
dokazuje i naša studija. Prema rezultatima ove disertacije, proboj čahure imalo je čak 42,1% 
(8 od 19) bolesnika podvrgnutih elektivnom zahvatu. Jednako tako, Alvi i sur. pokazali su da 
je u bolesnika bez klinički manifestnih metastaza u limfnim čvorovima vrata ekstrakapsularni 
proboj prisutan u gotovo polovice bolesnika, te da više od dvije trećine ovih bolesnika razvija 
recidiv bolesti (287). Visoku učestalost proboja pokazali su i drugi autori. Ovo ukazuje na 
fenomen ekstrakapsularnog širenja u ranoj fazi metastaziranja karcinoma gornjeg dijela 
probavno-dišnog sustava (288).  
 
6.9.2. Odstranjenje limfnih čvorova vrata 
Prema rezultatima ovog istraživanja vidljivo je da se u odstranjenom tkivu kurativnim 
disekcijama, za razliku od elektivnih, češće odstranjuju najmanje četiri limfna čvora u kojima 
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postoje metastaze, te su češće pozitivna područja 4 i/ili 5. U odstranjenom je tkivu također 
češće vidljiv proboj čahure limfnog čvora, u odnosu na tkivo odstranjeno elektivnim 
zahvatom. Ovo je sukladno navodu iz literature (53). S obzirom na to da su sve navedene 
osobitosti odstranjenog tkiva vrata povezane s kraćim preživljenjem, ovo je snažan argument 
za istovremeno izvođenje profilaktičke limfadenektomije i resekcije primarnog tumora. 
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7. ZAKLJUČAK 
1. Imunohistokemijskim indeksom bojanja određena izraženost proteina BMP6 u oboljelih od 
karcinoma usne šupljine nije povezana s recidivom bolesti, i nije povezana s preživljenjem 
bolesnika.  
2.  Izraženosti proteina BMP6 u tkivu karcinoma usne šupljine nije povezana s biološkim 
ponašanjem tumora, pa stoga njegovo rutinsko određivanje, u ovim tumorima, nije opravdano.  
3. Jedina karakteristika tumora s kojom ispoljenost BMP6, određena imunohistokemijskim 
indeksom bojanja, negativno korelira jest histološki promjer tumora do 2,1 cm. Naprotiv, 
izraženost BMP6 ne korelira s drugim ispitivanim kliničkim i histološkim prognostičkim 
čimbenicima.  
4. Dob i spol bolesnika, podlokalizacija primarnog tumora i klinički najveći promjer tumora 
ne utječu na pojavu regionalnih metastaza (univarijatna analiza). Histološki najveći promjer 
tumora, dubina invazije, status ruba resekcije, zahvaćenost periosta i kosti tumorom, stupanj 
zrelosti tumora, perineuralna i perivaskularna invazija ne utječu na pojavu regionalnih 
metastaza (univarijatna analiza).  
5. Status limfnih čvorova vrata jedan je od najvažnijih prognostičkih čimbenika u oboljelih od 
karcinoma usne šupljine. Petogodišnje preživljenje bolesnika s histološki potvrđenim 
metastazama u limfnim čvorovima vrata 20,7%  je manje u odnosu na bolesnike bez 
histološki potvrđenih metastaza u limfnim čvorovima vrata. 
6. Pozitivan rub resekcije, stupanj zrelosti tumora i prisutnost regionalnih metastaza povezani 
su s preživljenjem (univarijatna analiza). Statistički značajno kraće žive bolesnici u kojih je 
došlo do proboja čahure limfnog čvora i u kojih postoje najmanje četiri pozitivna limfna čvora 
te pozitivna područja vrata 4 i/ili 5 (univarijatna analiza). 
7. Na kraće preživljenje utječu: umjerena zrelost tumora, pozitivan rub resekcije te 
zahvaćenost područja 4 i 5 (multivarijatna analiza). 
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8. SAŽETAK 
Uvod: Koštani morfogenetski proteini (BMP, od eng. bone morphogenetic proteins) su 
čimbenici rasta i diferencijacije koji su prvotno izolirani iz kosti, kao molekule koje potiču 
ektopično stvaranje kosti i hrskavice in vivo. Iako je BMP6 pojačano izražen u različitim 
zloćudnim tumorima, nije poznata prognostička vrijednost njegove izraženosti u 
planocelularnom karcinomu usne šupljine. Ovim su istraživanjem metode imunohistokemije i 
semikvantitativne analize upotrijebljene za određivanje izraženost BMP6 u planocelularnom 
karcinomu usne šupljine. Dobiveni rezultati su korelirani s kliničkim i histološkim 
prognostičkim parametrima, pojavom recidiva bolesti i preživljenjem bolesnika. 
Ispitanici i metode: Istraživanje je uključilo 120 bolesnika s karcinomom usne šupljine 
kliničkog stadija T1-T3N0 koji su primarno kirurški liječeni u razdoblju od 1. siječnja 2003. 
do 31. prosinca 2008. godine. 
Rezultati: Ispitivana skupina brojila je 99 (82,5%) muškaraca i 21 (17,5%) ženu, prosječne 
dobi 59 godina. Prosječno petogodišnje preživljenje bilo je 79,4%. Tijekom praćenja je od 
osnovne bolesti umrlo 20 bolesnika, a 100 ih je cenzurirano. BMP6 je bio izražen u 109 
(90,8%) tumora. Bolesnici s tumorima histološkog promjera do 2,1 cm imali su statistički 
značajno češće prisutan snažan izražaj BMP6. Stupanj izraženost proteina BMP6 nije bio 
povezan s drugim kliničkim ili histološkim čimbenicima. Jednako tako, izraženost BMP6 nije 
povezana s pojavom recidiva bolesti, i nije povezana s duljinom preživljenja. 
Zaključci: S obzirom na to da jačina izraženosti BMP6 ne ovisi o biološkom ponašanju 
tumora, rutinsko određivanje njegove izraženosti u karcinomu usne šupljine, metodom 
imunohistokemije, nije opravdano. Među pokazateljima kojima je dokazana multivarijatna 
povezanost s preživljenjem, statistički značajne i međusobno nezavisne značajke su umjerna 
zrelost tumora, pozitivan rub resekcije te zahvaćenost područja vrata 4 i/ili 5. 
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9. SUMMARY 
Title: Prognostic significance of bone morphogenetic protein 6 (BMP6) expression in 
oral squamous cell carcinoma  
Petar Suton  
Year 2016 
Introduction: Bone morphogenetic proteins, BMPs, are growth and differentiation factors, 
originally isolated as molecules which in vivo stimulate ectopic bone and cartilage formation. 
Overexpression of BMP6 has been shown in various malignant tumors. However, the 
prognostic significance of its expression in oral squamous cell carcinoma (OSCC) is still 
unknown. Immunohistochemistry and semiquantitative analyses were performed in order to 
determine the level of BMP6 in OSCC, thus correlating it with clinical and histological 
prognostic parameters, disease recurrence and survival.  
Patients and methods: The study included 120 patients with clinically T1-3N0 OSCC,who 
were treated primary surgically, between January 1, 2003 and December 31, 2008.  
Results: There were 99 (82,5%) males and 21 (17,5%) females, with an average age of 59 
years. Five-year disease-specific survival rate for the whole cohort was 79,4%. Twenty 
patients had died during the follow-up, while 100 patients were censored. Patients with 
tumors smaller than 2,1 cm determined histologically showed higher incidence of strong 
BMP6 expression. No statistically significant corellation was detected between the level of 
BMP6 expression and other clinico-pathological factors. Similarly, the expression of BMP6 
was neither associated with disease recurrence nor was it associated with patient's survival.  
Conclusions: Accordingly, routine analysis of BMP6 expression for predicting the biological 
behaviour of OSCC is not justified. The level of BMP6 expression cannot be considered as a 
prognostic factor in OSCC. In multivarite model, positive surgical margin, moderate tumor 
cell differentiation and metastatic cervical lymph nodes located at levels 4 and/or 5 were 
independent predictors of survival. 
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